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 Introduction  
Introduction 
Actuellement, dans le monde, environ six millions de personnes décèdent des suites 
d’un cancer tous les ans (WHO). La lutte contre le cancer est devenue lors de ces dernières 
décennies un enjeu majeur en termes de santé publique. La recherche s’organise autour de 
trois questions qui sont étroitement liées : Quelles sont les causes du cancer ? Quels 
mécanismes moléculaires interviennent dans la tumorigenèse ? Quelles thérapies utiliser chez 
les personnes atteintes de cancers ? 
I. Généralités sur les cancers 
Du point de vue cellulaire, le cancer se définit comme une pathologie ayant pour 
origine des altérations génétiques de cellules somatiques qui entraînent des modifications 
physiologiques de celles-ci. Ces modifications conduisent à la formation de cellules 
cancéreuses dont l’une des caractéristiques est de proliférer de façon incontrôlée. 
On distingue 2 catégories de gènes ciblés par des altérations génétiques dans les 
cancers : les oncogènes et les gènes suppresseurs de tumeurs. Les oncogènes sont les gènes 
qui, une fois modifiés, vont coder pour des protéines favorisant le développement de la 
tumeur. A l’inverse, les gènes suppresseurs de tumeur sont nécessaires au fonctionnement 
normal d’une cellule. L’expression ou le produit de ceux-ci sont perdus ou altérés suite à des 
mutations dans les cellules cancéreuses. Le nombre de mutations nécessaire au 
développement d’un cancer reste inconnu. D’après une estimation de Loeb L., ce nombre 
serait au minimum de trois (Loeb, 1991). De plus, selon ce même auteur, ces mutations 
doivent être favorisées par un phénotype « mutateur ». En effet, dans une cellule saine, le 
rythme normal de mutation ne permettrait pas l’accumulation d’un nombre suffisant de 
mutations nécessaires à la tumorigenèse ; d’autant plus que les cellules, dans lesquelles une 
mutation apparaît, disposent de systèmes de réparation de l’ADN. En outre, les cellules 
porteuses de mutations sont éliminées par apoptose (mort cellulaire programmée). Le 
phénotype « mutateur » définit donc un état cellulaire favorable à l’accumulation de 
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mutations, ce qui entraîne le développement de tumeurs dans une proportion supérieure à 
celle qui pourrait être attendue avec une fréquence de mutation normale. 
La tumorigenèse, mécanisme permettant la formation de cellules cancéreuses à partir 
de cellules somatiques, est un processus à étapes. Dans certains types de cancers comme les 
cancers du côlon, les étapes sont visibles d’un point de vue anatomo-pathologique. De la 
même façon, les altérations génétiques vont avoir pour conséquence de modifier la 
physiologie des cellules par étapes et non en une seule fois. En adéquation avec cette idée, 
Hanahan et Weinberg ont proposé que la formation d'une tumeur nécessite l'acquisition de 6 
propriétés cellulaires (Fig.1) (Hanahan and Weinberg, 2000) : 1- Autosuffisance en signaux de 
croissance. La tumeur produit elle-même des signaux de croissance afin de ne pas dépendre 
totalement de son microenvironnement de ce point de vue 2- Insensibilité aux signaux 
inhibant la croissance. La prolifération des cellules est contrôlée au niveau du cycle 
cellulaire. Il existe des signaux qui bloquent le cycle cellulaire. Les cellules tumorales doivent 
échapper à ces signaux afin de proliférer 3- Potentiel réplicatif illimité. Bien qu’étant dotées 
de capacités réplicatives élevées, les cellules finissent toujours par arrêter de se multiplier par 
un mécanisme appelé sénescence. Celui-ci semble être en partie dépendant de l’érosion des 
télomères qui progresse au fur et à mesure des cycles de divisions. Une des caractéristiques 
des cellules tumorales est de limiter l’érosion des télomères et d’échapper ainsi aux 
mécanismes de sénescence. Cela permet aux cellules tumorales d’avoir la capacité de 
proliférer indéfiniment. 4- Echappement à l'apoptose. Parallèlement à la prolifération, 
l’inhibition de l’apoptose contribue également à l’expansion d’une population cellulaire. Les 
tumeurs doivent devenir insensibles aux signaux initiant ce mécanisme 5- Induction de 
l'angiogenèse. Les cellules nécessitent un apport en oxygène et en nutriments afin de survivre. 
Cet apport se fait par l’intermédiaire des vaisseaux sanguins. Lorsque la tumeur devient 
volumineuse, elle nécessite une irrigation plus importante. Elle doit être capable d’initier la 
formation de nouveaux vaisseaux sanguins par un mécanisme appelé angiogenèse. 6- Invasion 
des tissus et métastases. Durant le développement de la plupart des tumeurs, des cellules vont 
se détacher de la tumeur et être à l’origine de la formation de tumeurs dans d’autres organes. 
C’est cette dernière étape qui est souvent fatale au patient. Hanahan et Weinberg proposent 
que ces 6 propriétés soient communes à la plupart, voire à la totalité des tumeurs. 
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Figure 1 Modifications acquises au cours de la tumorigenèse selon Hanahan et Weinberg (2000). 
Selon cette théorie les cellules doivent accumuler 6 modifications, quel que soit le moyen, pour 
former un cancer. Ceci serait valable pour la plupart, voire tous les cancers. 
II. Les cancers du côlon 
Le cancer du côlon est le 3ème type de cancer le plus répandu dans le monde avec 
945.000 cas et 492.000 décès par an (WHO). L’incidence de ces cancers est largement plus 
élevée dans les pays développés que dans les pays en voie de développement (Weitz et al., 
2005). Parmi les facteurs de risque, l’alimentation et la prédisposition génétique sont les plus 
importants (Fabre et al., 2000). 
A- Les différents types de cancers du côlon 
Dans 5-10% des cas, les cancers du côlon sont d’origine héréditaire (Fig.2). Les 
principaux syndromes de prédisposition aux cancers du côlon sont la polypose adénomateuse 
familiale (FAP), le cancer colorectal héréditaire sans polypose (HNPCC) et le syndrome de 
polypose juvénile (JPS) (Weitz et al., 2005). Le premier est dû à des mutations du gène 
suppresseur de tumeur adenomatous polyposis coli (APC) conduisant à une inactivation du 
produit du gène. Dans le deuxième cas, ce sont les mutations de gènes de réparation de l’ADN 
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(MSH2, MLH1) qui sont impliquées (Lynch and Lynch, 1998). Pour les JPS, des mutations de 
SMAD4 ont été mises en évidence dans un tiers des cas (Howe et al., 1998). 
Certains cancers du côlon se développent suite à des maladies inflammatoires telles 
que la colite ulcéreuse ou la maladie de Crohn. Toutefois, ces cas ne concernent qu’1 à 2% 
des cancers du côlon (Weitz et al., 2005). 
Les cancers du côlon sont donc sporadiques dans 88-94% des cas. Cependant, il est 
important de souligner que dans certains cas, le fait d’avoir un membre de sa famille déjà 
atteint augmente le risque de développer la maladie. Cela semble indiquer qu’une origine 
génétique puisse exister. Ces cas sont évalués à 20% au minimum des cas de cancers 
sporadiques (Weitz et al., 2005). 
Figure 2 Répartition des différents types de cancers du côlon. 
 
B- Instabilité génomique et méthylation de l’ADN dans les 
cancers du côlon 
Comme expliqué précédemment, l’accumulation de mutations n’est possible que dans 
les cellules ayant un phénotype « mutateur » (Loeb, 1991). Dans les cancers du côlon, il existe 
principalement 2 types d’instabilité génomique associés à ce phénotype : l’instabilité 
chromosomique (CIN) et l’instabilité des microsatellites (MSI) (Worthley et al., 2007). Les 
CIN représentent la majorité des cas de cancers du côlon avec 70-85% des cas tandis que les 
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MSI se retrouvent dans 20% des cas. De nouveau, les formes héréditaires de cancers du côlon 
ont été instructives puisque les HNPCC se caractérisent par des mutations des gènes de 
réparation de l’ADN, MSH2 et MLH1 (Li, 2008). Les conséquences sont l’accumulation 
d’erreurs et donc de mutations dans les séquences génomiques, notamment dans les séquences 
microsatellites d’où le nom de MSI. 
A cette instabilité génomique vont s’ajouter des anomalies de méthylation de l’ADN. 
Cette modification épigénétique est fréquente dans les cancers du côlon. Certaines tumeurs du 
côlon présentent des hyperméthylations des cytosines des dinucléotides CpG, notamment dans 
les îlots riches en CpG situés dans les régions régulatrices des gènes. Ces tumeurs sont 
appelées CIMP (CpG Island methylator phenotype) (Toyota et al., 1999). Selon les études, 24 
à 50% des cancers sporadiques du côlon sont CIMP+ (Worthley et al., 2007). Ces 
méthylations, en modifiant l’expression de gènes, sont également impliquées dans la 
tumorigenèse colorectale. Il a notamment été montré récemment que la majorité des cancers 
sporadiques du côlon MSI+ était associée à des méthylations du promoteur du gène MLH1 
(Weisenberger et al., 2006). La méthylation aberrante est donc également favorable à la mise 
en place du phénotype « mutateur » dans les cancers du côlon. 
C- La séquence adénome-carcinome dans les cancers du côlon 
L’étude des formes héréditaires de cancers du côlon a permis de mieux comprendre les 
mécanismes responsables du développement des cancers colorectaux sporadiques. En effet, il 
a été mis en évidence que les FAP sont dues à des mutations du gène APC. Celui-ci a été 
cloné et séquencé en 1991 (Groden et al., 1991, Kinzler et al., 1991).  Depuis, il a été montré 
qu’APC était muté dans une majorité des cancers sporadiques (Nagase and Nakamura, 1993). 
Le produit du gène APC est impliqué dans la voie de signalisation WNT. Il est intéressant de 
constater que dans les tumeurs où APC n’est pas muté, d’autres gènes codant des membres de 
la voie WNT présentent des mutations. C’est le cas des gènes codant pour la β-caténine 
ou l’AXIN2 (Liu et al., 2000, Morin et al., 1997). L’altération de la voie de signalisation 
WNT est indispensable à la tumorigenèse colorectale mais cette altération génétique n’est pas 
la seule à y être impliquée. L’équipe de Vogelstein a identifié au moins 3 autres gènes qui 
sont la cible de mutations dans les cancers du côlon : KRAS, SMAD4 et p53 (Vogelstein et al., 
1988). 
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La bonne connaissance de l’évolution phénotypique des cancers du côlon a conduit 
l’équipe de Vogelstein à proposer un modèle de développement des cancers du côlon qui allie 
modifications génétiques et phénotype (Fig.3). Ce modèle, bien que très simplifié, a été le 
premier à illustrer la nécessité d’accumuler un certain nombre d’altérations génétiques lors de 
la progression tumorale (Fearon and Vogelstein, 1990). 
 
Figure 3 Modèle de tumorigenèse colorectale selon Fearon et Vogelstein (1990) appelé aussi 
séquence adénome-carcinome. 
A partir de l’épithélium vont se former des foyers de cryptes aberrantes. Certaines d’entre elles
évolueront vers des adénomes et enfin des carcinomes. Le passage vers chaque stade est associé à 
des modifications génétiques, les mutations d’APC étant impliquées dans l’initiation de la 
tumorigenèse. 
Les cancers du côlon se développent à partir de l’épithélium, dans un premier temps 
par formation de foyers de cryptes aberrantes. A partir de ces foyers, il peut y avoir 
développement d’un adénome puis enfin d’un carcinome. Durant ces différentes étapes, il y a 
accumulation de mutations au niveau des gènes APC, KRAS, SMAD4 et p53 (Fig.3). L’ordre 
d’apparition des mutations est fonction de la fréquence des mutations lors des différents 
stades de la tumorigenèse. Si l’on prend l’exemple de p53, celui-ci est muté dans 11-13% des 
adénomes précoces, 47% des adénomes tardifs et 74% des carcinomes (Vogelstein et al., 
1988). L’accumulation de ce type d’altération intervient donc majoritairement avant la 
formation des adénomes tardifs, ce qui place la mutation de p53 au niveau des adénomes 
tardifs dans la séquence adénome-carcinome (Fig.3). Cependant, dans certaines tumeurs, cette 
mutation peut survenir avant ou après ce stade. L’ordre dans lequel ces mutations apparaissent 
n’est donc pas le même pour toutes les tumeurs. De plus, toutes ces mutations ne sont pas 
forcément retrouvées dans une même tumeur (Smith et al., 2002). Le modèle proposé par 
Vogelstein n’illustre pas cette complexité d’autant qu’il apparaît de plus en plus évident que 
d’autres voies de signalisation interviennent dans la tumorigenèse du côlon. 
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III. Structure de l’épithélium intestinal 
Dans tout organe, la fonction d’une cellule, la communication entre cellules ou encore 
l’agencement des cellules sont contrôlés par des voies de signalisation bien précises. Ce sont 
ces mêmes voies qui sont également altérées dans les cancers. Avant de présenter les voies de 
signalisation importantes dans l’homéostasie du côlon, il est important d’introduire la 
structure du côlon sain chez l’adulte et notamment de l’épithélium à partir duquel se 
développent les tumeurs. 
Le côlon, comme tous les organes du tractus gastro-intestinal, est formé de 4 couches 
concentriques. En partant de l’extérieur vers l’intérieur, se trouvent une couche externe 
(séreuse), une couche constituée de muscles lisses innervés (musculeuse), une couche 
intermédiaire (sous-muqueuse) où se trouve le tissu stromal et enfin la couche interne 
(muqueuse) qui est composée de l’épithélium et de muqueuse. La surface du côlon est plate, 
formée uniquement de cryptes et non de villosités comme dans l’intestin grêle (Fig.4). 
 
Figure 4 Structure de l’épithélium intestinal (Adaptée de Sancho et al., 2004). 
L’intestin grêle et le côlon présentent un épithélium polarisé avec des cellules prolifératives 
localisées à la base des cryptes. Au fur et à mesure que les cellules migrent vers la partie apicale,
elles se différencient pour former les entérocytes et les cellules sécrétrices (cellules caliciformes, 
cellules entéroendocrines). L’intestin grêle se caractérise par sa structure en villosités et la 
présence de cellules de Paneth. Le côlon présente une surface plane et les cellules de Paneth sont 
absentes. 
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L’épithélium, garant de la fonction intestinale, est constitué de 2 types de cellules : les 
cellules sécrétrices et les entérocytes. Parmi les cellules sécrétrices se retrouvent les cellules 
de Goblet, les cellules de Paneth (uniquement dans l’intestin grêle) ainsi que les cellules 
entéroendocrines. Ces cellules sécrètent respectivement du mucus, des substances bactéricides 
et des hormones. Les entérocytes sont, quant à eux, impliqués dans l’absorption des 
nutriments. Que ce soit dans l'intestin grêle ou le côlon, le renouvellement des cellules en 
surface est rapide, de l'ordre de 5 jours. Les systèmes de production et de différenciation des 
cellules sont les mêmes dans les 2 organes. Des cellules souches situées à la base des cryptes 
fournissent par divisions les cellules progénitrices pouvant donner naissance aux différents 
types cellulaires de l’épithélium. La prolifération et la différenciation des cellules se font le 
long de la crypte, les cellules prolifératives se trouvant à la base et les cellules différenciées au 
sommet des cryptes. 
IV. Voies de signalisation cellulaire dans le côlon 
Les voies de signalisation impliquées dans le côlon, que ce soit dans son 
fonctionnement normal ou lors de la tumorigenèse colorectale, sont les voies WNT, TGF-β, 
NOTCH, HH ainsi que les voies des Récepteurs Tyrosine Kinase impliquant les Eph/Ephrin 
ou KRAS. La voie de signalisation HH (Hedgehog) sera présentée en détail, celle-ci étant 
l’objet de cette étude. Durant la progression de notre travail, des interactions croisées de la 
voie HH avec les voies WNT et TGF-β ont été mises en évidence. Ces 2 voies de signalisation 
seront donc également décrites. 
A- La voie de signalisation WNT 
La voie WNT est, dans l’état actuel des connaissances, la voie de signalisation la plus 
importante dans le côlon. Elle est impliquée dans le développement de cet organe, son 
homéostasie mais aussi et surtout dans le développement de la majorité, voire de tous les 
cancers du côlon. 
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1- Description de la voie WNT 
La voie de signalisation WNT dite canonique est la voie principale de transduction du 
signal WNT (Fig.5). Il existe également une voie WNT dite non-canonique mais qui est 
moins connue et peu décrite dans le côlon (Gregorieff and Clevers, 2005). 
 
Figure 5 Représentation schématique de la voie de signalisation canonique WNT. 
Lorsque la voie WNT est inactive, le facteur de transcription β-caténine (β-cat) est associé à un 
complexe cytoplasmique comprenant l’AXIN, APC et 3 kinases, GSK3β, PKA et CKI. La 
phosphorylation par les kinases entraîne l’ubiquitination de la β-caténine par β-TRCP et sa 
dégradation par le protéasome. Lorsque le ligand WNT se fixe aux récepteurs membranaires, la 
β-caténine est libérée du complexe cytoplasmique et va activer l’expression des gènes cibles en 
s’associant aux protéines TCF/LEF. 
Le point central de la voie de signalisation WNT canonique est un complexe protéique 
cytoplasmique dont l’élément important est le facteur de transcription β-caténine (Fig.5). 
Celui-ci, lorsque la voie WNT est latente, est localisé dans le cytoplasme associé aux 
protéines APC et AXIN. Le rôle précis de chacune de ces protéines n’est pas connu mais le 
complexe ainsi formé permet le recrutement des kinases CK1 et GSK3β qui phosphorylent la 
partie N-terminale de la β-caténine (Amit et al., 2002, Liu et al., 2002, Rubinfeld et al., 
1996). La phosphorylation induit la reconnaissance du facteur de transcription par l’ubiquitine 
ligase E3, β-TRCP, conduisant à son ubiquitination et sa dégradation par le protéasome (Hart 
et al., 1999, Kitagawa et al., 1999, Winston et al., 1999). 
 9
 Introduction  
A ce jour, 19 ligands WNT ont été identifiés. Afin d’être active, la protéine WNT doit 
être palmitoylée (Willert et al., 2003). Le ligand va interagir avec son récepteur FRZB et le 
corécepteur LRP. Cette interaction va avoir pour conséquence la dissociation de la β-caténine 
du complexe cytoplasmique APC/AXIN/kinase (Clevers, 2006). Le facteur de transcription 
est transloqué dans le noyau où il active l’expression des gènes cibles de la voie WNT en 
interagissant avec des facteurs de transcription de la famille TCF/LEF comme TCF4 dans le 
côlon (Behrens et al., 1996, Molenaar et al., 1996). 
2- La voie WNT dans le côlon adulte 
Au cours du développement embryonnaire, la voie WNT est impliquée dans la 
formation de l’endoderme ainsi que dans la formation du tube digestif (Gregorieff and 
Clevers, 2005). Le rôle de la voie WNT ne se limite pas à la vie embryonnaire mais s’étend 
également au tube gastro-intestinal adulte et plus particulièrement aux intestins adultes. 
La voie WNT est importante dans la prolifération des cellules de la crypte du côlon 
(Fig.6). Ceci a été montré tant par des approches inhibitrices qu’activatrices de la voie. 
 
Figure 6 Rôle de la voie WNT dans le côlon adulte. 
La voie WNT est activée au niveau des cryptes intestinales et forme un gradient, l’activité étant 
maximale à la base des cryptes. Elle est impliquée dans la prolifération des cellules qui s’y 
trouvent. 
Chez la souris, la délétion du gène TCF7/L2 codant pour la protéine TCF4, provoquant 
l’inhibition de la voie WNT, conduit à une perte du compartiment des cellules prolifératrices 
dans l’intestin grêle alors que les cellules différenciées ne sont pas affectées (Korinek et al., 
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1998). Cependant, dans cette étude, le côlon ne semble pas affecté. En revanche, l’utilisation 
d’un dominant négatif de TCF4 permet l’arrêt du cycle cellulaire dans une lignée cellulaire de 
cancers du côlon (van de Wetering et al., 2002). De même, la surexpression de DKK1, un 
inhibiteur de WNT, conduit à une perte des cellules prolifératives au niveau de l’intestin grêle 
et du côlon chez la souris (Kuhnert et al., 2004). D’autres expériences ont ciblé une activation 
de la voie WNT comme l’introduction de mutations inactivatrices du gène d’APC. Dans ce 
cas, l’épithélium présente une hyperprolifération allant donc dans le sens d’une implication de 
la voie WNT dans la prolifération des cellules du côlon (Sansom et al., 2004). En accord avec 
ces observations, une localisation nucléaire de la β-caténine, indiquant l’activation de la voie 
WNT, est observée dans les cellules situées à la base des cryptes du côlon (van de Wetering et 
al., 2002). Il est tout à fait possible que la voie WNT soit activée dans les cellules souches du 
côlon mais cela reste encore à démontrer. L’identification récente d’un marqueur des cellules 
souches du côlon devrait permettre de répondre à cette question (Barker et al., 2007). 
3- La voie WNT dans les cancers du côlon 
Comme il a été indiqué précédemment, l’altération de la voie WNT est la 
caractéristique principale des cancers du côlon (Tab.1). Dans 80% des cas, le gène APC y est 
muté (Nagase and Nakamura, 1993). Ces mutations entraînent la production d’une protéine 
tronquée incapable de fixer l’AXIN ou la β-caténine (Nathke, 2004). Le gène codant la 
β-caténine est, quant à lui, muté dans la moitié des cas où le gène APC n’est pas altéré. Ces 
mutations entraînent une modification des sites de phosphorylation de la β-caténine par les 
kinases CK1 et GSK3β (Morin et al., 1997). Enfin, des mutations de l’AXIN ont été détectées 
dans quelques cas de cancers du côlon. Ces mutations rendent impossible la dimérisation de 
cette molécule (Liu et al., 2000). 
 
Tableau 1 Mutations des membres de la voie WNT dans les cancers du côlon sporadiques. 
Toutes les mutations, que ce soit d’APC, de β-caténine ou de l’AXIN ont pour 
conséquence la stabilisation de la β-caténine. Celle-ci peut alors entrer dans le noyau et 
activer les gènes cibles de la voie WNT en s’associant avec TCF. Les gènes codant pour la 
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cycline D1 et pour C-MYC font partie de ces gènes cibles. Ils sont impliqués dans la 
prolifération cellulaire en agissant sur le cycle cellulaire. Une importance toute particulière de 
C-MYC a récemment été mise en évidence dans des mutants conditionnels d’APC et de MYC 
dans les intestins adultes de souris. L’épithélium intestinal est désorganisé avec une forte 
prolifération cellulaire dans les souris Apc-/-. En revanche, les souris Apc-/- Myc-/- ont un 
épithélium normal, indiquant que C-MYC est indispensable à la transduction du signal 
lorsque la voie WNT est activée (Sansom et al., 2007). 
L’importance de la voie WNT dans la formation des cancers de l’intestin a été 
appuyée par des expériences sur les souris. Les souris APCMin/+, dont un allèle du gène APC 
comporte une mutation non sens, sont prédisposées à former des adénomes intestinaux par 
carcinogenèse chimique (Moser et al., 1990). Cependant, dans ces souris, la majorité des 
adénomes est localisé dans l’intestin grêle et peu dans le côlon. Dans une autre étude, un 
mutant conditionnel d’APC a été généré afin d’obtenir une mutation non sens des 2 allèles 
APC. Pour ce faire, des sites loxP ont été introduits au niveau du gène endogène APC. 
L’expression de l’enzyme Cre par infection rétrovirale dans le côlon de souris adultes a pour 
conséquence la production d’une protéine APC tronquée. Cette stratégie permet de contourner 
le problème de létalité des souris Apc-/-. Ce mutant conditionnel développe des adénomes au 
niveau du côlon, 4 semaines après l’induction de l’expression de l’enzyme Cre (Shibata et al., 
1997). Il est intéressant de noter que cette prédisposition s’étend à d’autres espèces puisque 
chez le zebrafish, une mutation du gène homologue à APC entraîne également une 
prédisposition aux adénomes intestinaux (Haramis et al., 2006). 
Toutes ces études établissent un lien direct entre la suractivation de la voie WNT et 
l’initiation des cancers colorectaux, la formation des adénomes constituant une des premières 
étapes de la tumorigenèse dans cet organe.  
B- La voie de signalisation TGF-β 
La voie TGF-β est impliquée dans un grand nombre de fonctions cellulaires telles que 
la prolifération, la différenciation, l’apoptose, la mobilité ou encore l’adhésion des cellules. 
Dans le côlon, l’inactivation de la voie TGF-β constitue une étape importante de la 
tumorigenèse. Cette voie sera brièvement présentée en focalisant sur 2 ligands : TGF-β et 
BMP. 
 12
 Introduction  
1- Description de la voie TGF-β 
Les ligands TGF-β peuvent être subdivisés en 3 sous-groupes : TGF-β, 
activin/inhibin/nodal/myostatin et BMP (Lin et al., 2006). La transduction du signal par les 
dimères (hétéro- ou homodimères) de ligands se fait par l’intermédiaire de 2 récepteurs 
appelés récepteurs de types I et II. Les récepteurs de type I sont au nombre de 7 tandis que 5 
récepteurs de type II ont été mis en évidence à ce jour. Il existe plusieurs combinaisons de 
ligands et de récepteurs de types I et II (Tab.2). 
 
Une fois le ligand fixé aux récepteurs, le récepteur de type II va phosphoryler le 
récepteur de type I (Fig.7). La propagation du signal passe ensuite par l’intermédiaire des 
protéines SMAD, qui seront phosphorylées à leur tour. 
Tableau 2 Tableau récapitulant les combinaisons de ligands, récepteurs et R-SMAD de la voie 
TGF-β (Adapté de Shi et Massagué, 2003). 
 
Figure 7 Représentation schématique de la voie de signalisation TGF-β. 
Lorsque les ligands TGF-β ou BMP se fixent à leurs récepteurs, le récepteur de type II va 
phosphoryler les R-SMADs. Ceux-ci vont s’associer à SMAD4 et entrer dans le noyau où ils vont 
activer l’expression des gènes cibles en combinaison avec d’autres facteurs de transcription (TF)
et co-facteurs. Les I-SMADs inhibent la voie en bloquant la phosphorylation des R-SMADs. 
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Il existe 3 classes de protéines SMAD : R-SMAD (SMAD1, 2, 3, 5 et 8), Co-SMAD 
(SMAD4) et I-SMAD (SMAD6 et 7). Seules les R-SMADs seront phosphorylées pour former 
des complexes avec SMAD4 dans le cytoplasme. Cette interaction va entraîner une 
localisation nucléaire des SMADs, qui avec l’aide d’autres cofacteurs et/ou facteurs de 
transcription, vont activer l’expression des gènes cibles de la voie TGF-β. Les I-SMADs, 
quant à elles, ont un rôle inhibiteur sur la voie. Elles agissent, soit en tant que compétitrices 
des R-SMADs, soit en dirigeant les récepteurs vers un processus de dégradation (Shi and 
Massague, 2003). Alors que SMAD4 et les I-SMADs sont communes à tous les ligands, les 
R-SMADs impliquées dans la transduction des signaux TGF-β et BMP diffèrent. SMAD2 et 3 
sont spécifiques des ligands TGF-β tandis que SMAD1, 5 et 8 sont spécifiques des ligands 
BMP (Tab.2). 
2- La voie TGF-β dans le côlon 
Dans le côlon adulte, les ligands TGF-β et BMP ont été mis en évidence et leur profil 
d’expression est semblable. Dans les intestins adultes du rat, le TGF-β et le récepteur de 
type II TGFβRII sont exprimés par les entérocytes. Dans les deux cas, il existe un gradient 
d’expression avec une expression plus importante au niveau des cellules différenciées situées 
au sommet des villosités (Barnard et al., 1989, Koyama and Podolsky, 1989, Winesett et al., 
1996). Ce profil d’expression est identique pour les récepteurs ALK3, ALK6 et BMPRII 
spécifiques des ligands BMP ainsi que pour la BMP2 (Hardwick et al., 2004). En revanche, 
selon plusieurs études, le ligand BMP4 est exprimé principalement dans les cellules du 
mésenchyme sous-jacent à l’épithélium (Batts et al., 2006, Haramis et al., 2004, Li et al., 
2007). Conformément aux profils d’expression, la voie BMP est activée dans les entérocytes 
différenciés où elle semble notamment contrôler l’apoptose (Hardwick et al., 2004). 
3- La voie TGF-β dans les cancers du côlon 
Les premières preuves d’une altération de la voie TGF-β dans les cancers du côlon 
viennent de l’étude de la perte de chromosome 18q, qui entraîne des mutations de SMAD4 
(Thiagalingam et al., 1996, Vogelstein et al., 1988). Cette altération génétique fait partie des 4 
altérations génétiques majeures décrites par Fearon et Vogelstein dans leur modèle de 
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tumorigenèse colorectale (Fearon and Vogelstein, 1990). Elle se retrouve dans les adénomes 
tardifs mais aussi et surtout dans les carcinomes (75%). La perte de SMAD4, point central de 
la transduction du signal, entraîne l’inactivation de la voie TGF-β, constituant une étape 
importante dans le passage d’un adénome à un carcinome. Cette observation est appuyée par 
l’étude des mutants Smad4 chez la souris. Les souris Smad4+/- développent des polypes 
ressemblant à ceux trouvés chez les personnes atteintes du syndrome de polypose juvénile 
(JPS) qui ont un risque accru de développement de cancers du côlon (Brosens et al., 2007, 
Howe et al., 1998, Takaku et al., 1999). Chez ces souris, cependant, les polypes sont situés 
dans l’intestin grêle et non dans le côlon. Les souris Apc+/-Smad4+/- développent des 
adénomes qui progressent vers des carcinomes agressifs alors que les souris Apc+/-, pour 
rappel, développent des adénomes (Takaku et al., 1998). SMAD4 étant un composant 
commun aux ligands TGF-β et BMP, ces expériences ne permettent pas de déterminer lequel 
de ces ligands est responsable de ces phénotypes. 
Il a été montré que le gène codant le récepteur TGFβRII, spécifique du ligand TGF-β, 
est muté dans 90% des cancers du côlon où il y a instabilité des microsatellites. Dans ce cas, 
les mutations interviennent dans les adénomes tardifs (Grady et al., 1998). SMAD2 est 
également muté dans une faible proportion de cancers du côlon (Eppert et al., 1996). 
Les membres spécifiques de la transduction du signal par les ligands BMP ont 
également été étudiés dans les cancers du côlon. Le gène codant pour le récepteur ALK3 est 
muté dans les JPS, où les patients sont prédisposés à développer des cancers du côlon, et 
directement impliqué dans le développement de ce syndrome (Haramis et al., 2004, Howe et 
al., 2001). Des pertes d’expression du ligand BMP2 dans des FAP et du récepteur de type II 
BMPRII dans les carcinomes de côlons ont également été mises en évidence (Hardwick et al., 
2004, Kodach et al., 2008). Par mesure du taux de phosphorylation des protéines SMAD, 
Kodach et al. estiment à 80% le pourcentage de carcinomes dans lesquels la voie BMP est 
inactive alors que dans les adénomes, la voie est active dans la majorité des cas. 
Toutes ces observations montrent que l’inactivation de la voie TGF-β/BMP intervient 
au moment de la transition adénome-carcinome au cours de la tumorigenèse. 
C- La voie de signalisation HH 
Les premiers éléments de la voie de signalisation HH ont été mis en évidence chez la 
drosophile. Le nom Hedgehog (HH), qui signifie hérisson en anglais, fait référence au 
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phénotype d’un mutant présentant une surface épineuse visible au microscope 
(Nusslein-Volhard and Wieschaus, 1980). Ce n'est qu'au début des années 1990 que HH sera 
décrit comme une protéine sécrétée, impliquée dans la polarisation des segments lors du 
développement embryonnaire de la drosophile. La voie de signalisation HH est conservée et 
joue un rôle important dans le développement embryonnaire chez de nombreuses espèces. 
Elle est également impliquée dans la prolifération et la survie cellulaire chez l'adulte (Ingham 
and McMahon, 2001). 
1- Description de la voie HH 
De manière simplifiée, les facteurs HH sont sécrétés et agissent par voie paracrine 
et/ou autocrine en fonction du contexte cellulaire. En l'absence de ligand HH, le récepteur 
membranaire Patched (PTCH) inhibe la protéine membranaire Smoothened (SMO). La 
fixation de HH à PTCH lève l'inhibition de SMO, conduisant à l'activation des facteurs de 
transcription Ci/GLI (Fig.8). 
 
Figure 8 Représentation schématique simplifiée de la voie de signalisation HH. 
Lorsque la voie HH est inactive, le récepteur PTCH inhibe la protéine membranaire SMO. Les 
facteurs de transcription activateurs CiA (drosophile) et GLIA (mammifères) sont localisés dans le 
cytoplasme. Ils y sont clivés pour former CiR et GLIR qui, une fois dans le noyau, vont réprimer 
l’expression des gènes cibles. Lorsque le ligand HH se fixe à PTCH, l’inhibition de SMO est 
levée. SMO va alors permettre à CiA et GLIA d’activer l’expression des gènes cibles de la voie. 
Cette représentation est très simplifiée, de nombreuses autres protéines intervenant 
dans ce système. Le fonctionnement de la voie HH a longtemps été considéré comme plus ou 
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moins identique chez la drosophile et les mammifères y compris au moment où nous avons 
initié ce travail. La voie HH sera d’abord présentée chez la drosophile avant de se focaliser 
sur les mammifères et plus particulièrement sur l'humain où elle a gagné en complexité. 
a- La voie HH chez la drosophile 
Au cours de sa synthèse, la protéine HH subit plusieurs modifications post-
traductionnelles afin d’être active (Fig.9). La partie C-terminale est éliminée par clivage, 
générant ainsi une protéine appelée HH-N (Lee et al., 1994). A cette dernière, un groupement 
palmitoyl et un groupement cholestérol sont ajoutés respectivement dans les parties N et 
C-terminales (Pepinsky et al., 1998, Porter et al., 1996). 
 
Figure 9 Représentation schématique de la voie de signalisation HH chez la drosophile. 
La voie de signalisation HH fonctionne principalement de façon paracrine. Le ligand HH doit 
d’abord être clivé et modifié (ajout de groupements palmytoyl et cholestérol) avant d’être sécrété
par les cellules productrices. Lorsque la voie est inactive, le récepteur PTC inhibe la protéine 
membranaire SMO. Dans ces conditions, le facteur de transcription CiA est associé soit à SU(FU)
soit à un complexe protéique comprenant COS2, FU et les kinases SGG, CKI et PKA. CiA est 
clivé en un facteur de transcription répresseur CiR qui inhibe l’expression des gènes cibles. 
L’activation de la voie HH se fait par l’intermédiaire de la fixation de HH à PTC. Celle-ci va lever 
l’inhibition de SMO par PTC. L’interaction entre SMO et COS2 est alors un élément clé de la 
transduction du signal. Elle va entraîner la libération de CiA du complexe comprenant COS2. 
L’interaction entre SU(FU) et CiA est également inhibée par FU. Libéré des 2 types de complexes, 
CiA va activer l’expression des gènes cibles de la voie HH dans le noyau. 
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Ces modifications sont indispensables à la sécrétion et à la diffusion de HH-N dans le 
milieu extracellulaire et plus généralement, à son activité (Wendler et al., 2006). La sécrétion 
de HH-N nécessite également la présence de la protéine Dispatched dont la structure est 
proche de celle du récepteur Patched (Burke et al., 1999). Le mécanisme précis d’action de 
Dispatched n’est pas connu. 
Au niveau des cellules répondant au signal HH, les protéines PTC et SMO sont 
responsables, respectivement, de la perception du signal HH dans le milieu extracellulaire et 
de la transduction du signal. Cette dernière conduit à l’activation du facteur de transcription 
CiA (Cubitus interruptus-Activateur) (Robbins et al., 1997, Sisson et al., 1997). Lorsque la 
voie est inactive, CiA est associé à 2 types de complexes (Fig.9). Un premier complexe 
(complexe I) est formé de Costal2 (COS2), de la kinase Fused (FU) et de CiA. Le complexe I 
est également associé à 3 autres kinases : PKA, CKI et GSK3β (Aikin et al., 2008). Dans le 
complexe II, Ci-A est associé à une autre protéine nommée SU(FU). 
Lorsque la voie HH est inactive, PTC inhibe SMO. Dans ces conditions, le complexe I 
est principalement cytoplasmique, empêchant l’entrée de Ci-A dans le noyau. Une fraction de 
Ci-A est phosphorylé par les kinases PKA, CKI et GSK3, ce qui conduit à un clivage 
spécifique du facteur de transcription en une forme appelée Ci-R (Ci-Répresseur) (Jiang and 
Struhl, 1998). Ce clivage est dépendant de l’ubiquitine ligase E3, SLIMB, qui est membre du 
complexe SCF. Ci-R est ensuite transloqué dans le noyau où il réprime l’expression des gènes 
cibles de la voie HH. Les facteurs de transcription Ci-A associés à SU(FU) dans le complexe 
II ne sont pas clivés mais restent dans le cytoplasme (Methot and Basler, 2000). 
La fixation de HH à PTC lève l’inhibition de SMO, permettant la transduction du 
signal (Fig.9). Celle-ci débute par la phosphorylation de SMO dans sa partie C-terminale 
intracellulaire par les kinases PKA et CK1 (Denef et al., 2000, Zhang et al., 2004). La 
phosphorylation entraîne une accumulation de SMO à la membrane. Le mécanisme de 
transduction du signal en aval n’est pas complètement élucidé mais il est évident maintenant 
que COS2 y joue un rôle majeur (Hooper and Scott, 2005, Kalderon, 2005, Varjosalo and 
Taipale, 2008). COS2 est indispensable à la phosphorylation de SMO ainsi qu’à son 
accumulation à la membrane. COS2 est lui aussi phosphorylé. Ces évènements vont entraîner 
la libération de Ci-A du complexe I. Au niveau du complexe II, Ci-A se dissocie de SU(FU) 
par un mécanisme qui fait intervenir FU (Lum et al., 2003). Cela va conduire à 
l’accumulation de Ci-A dans le noyau et à l’activation de l’expression des gènes cibles de la 
voie HH. 
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Les principales interrogations et controverses concernant la transmission du signal HH 
dans les cellules de la drosophile incluent (1) la façon dont le signal est transmis entre PTC et 
SMO, (2) l’importance, la composition et la cinétique d’activation des complexes I et II en 
réponse à une activation de la voie et (3) l’implication d’autres protéines dans la transduction 
du signal entre SMO et Ci. 
b- Fonctionnement de la voie HH chez les mammifères 
 Le fonctionnement général de la voie HH est comparable chez les mammifères et la 
drosophile mais des différences ont été mises en évidence ses dernières années (Fig.10). La 
liste des principaux membres de la voie HH chez la drosophile et leurs homologues chez les 
mammifères sont présentés dans le tableau 3. 
 
Tableau 3 Tableau récapitulant la correspondance entre membres de la voie HH chez la 
drosophile et les mammifères. 
Il apparaît clairement que la voie a gagné en complexité chez les mammifères. Celle-ci 
est illustrée par le nombre plus important de membres de la voie HH chez les mammifères. 
Ainsi, il existe 3 ligands, SHH (Sonic hedgehog), IHH (Indian hedgehog) et DHH (Desert 
hedgehog) codés par des gènes différents. Deux gènes homologues de PTC ont été identifiés 
chez les mammifères, PTCH1 et PTCH2. De même, les fonctions de Ci sont assurées chez les 
mammifères par 3 facteurs de transcription distincts GLI1, GLI2 et GLI3. Enfin, HHIP est un 
membre de la voie HH qui existe chez les mammifères mais dont aucun homologue n’a été 
mis en évidence jusqu’à maintenant chez la drosophile. 
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Il existe, en outre, 3 différences fonctionnelles majeures entre drosophile et 
mammifères : COS2 qui n’est pas indispensable à la transduction du signal, l’implication du 
cilium dans la transduction et un rôle plus important de SUFU chez les mammifères que chez 
la drosophile. Ces 3 différences seront détaillées par la suite. 
 
Figure 10 Représentation schématique de la voie de signalisation HH chez les mammifères. 
La voie de signalisation HH fonctionne principalement de façon paracrine. Le ligand HH doit 
d’abord être clivé et modifié (ajout de groupements palmytoyl et cholestérol) avant d’être sécrété
par les cellules productrices. Contrairement à la drosophile, le cilium primaire est une structure 
cellulaire nécessaire au bon fonctionnement de la voie HH chez les mammifères. Lorsque la voie 
est inactive, le récepteur PTCH inhibe la protéine membranaire SMO. SMO est alors localisée
hors du cilium primaire. Dans le cytoplasme, le facteur de transcription GLIA est associé à SUFU. 
Une partie de GLIA est clivée en un facteur de transcription répresseur GLIR qui inhibe 
l’expression des gènes cibles de la voie HH dans le noyau. L’activation de la voie HH se fait par 
l’intermédiaire de la fixation de HH à PTCH. Elle va lever l’inhibition de SMO par PTCH et 
entraîner son accumulation dans le cilium primaire. SMO va transduire le signal en permettant la 
dissociation du complexe GLIA/SUFU afin d’accumuler GLIA qui va alors activer l’expression 
des gènes cibles de la voie HH dans le noyau.
Les ligands HH 
C’est en 1993 que les gènes humains orthologues du gène hh de la drosophile sont 
clonés (Echelard et al., 1993). Les 3 protéines SHH, IHH et DHH subissent les mêmes 
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modifications post-traductionnelles que HH chez la drosophile : clivage de la partie 
C-terminale, ajout d’un groupement cholestérol permettant l’ancrage et la sécrétion de la 
protéine dans la membrane et ajout d’un groupement palmitoyl nécessaire à une activité 
optimale (Robbins and Hebrok, 2007). En outre, plusieurs protéines participent au bon 
fonctionnement de la voie en agissant sur HH au niveau des cellules productrices et 
réceptrices ainsi que dans le milieu extracellulaire (Fig.10). Au niveau des cellules 
productrices, DISP1 est indispensable à la sécrétion de HH (Ma et al., 2002). La diffusion de 
HH dans le milieu extracellulaire est contrôlée par la présence de glypicans même si chez la 
drosophile et la souris, leurs effets semblent diamétralement opposés (Bellaiche et al., 1998, 
Capurro et al., 2008, Gallet et al., 2008, Koziel et al., 2004). Enfin, les protéines CDO/BOC 
sont requises pour la fixation de HH au niveau des cellules réceptrices (Tenzen et al., 2006). 
Tous ces éléments sont présents également chez la drosophile. En revanche, un certain 
nombre de protéines identifiées chez les mammifères ne semblent pas être présentes chez la 
drosophile. C’est le cas de HHIP qui se fixe à HH au niveau des cellules réceptrices et permet 
de réduire son action. L’expression de HHIP est notamment augmentée lorsque la voie HH est 
activée. C’est un des mécanismes de rétrocontrôle négatif de la voie permettant de limiter 
l’action de HH (Chuang and McMahon, 1999). 
Les 3 formes de HH sont capables d’activer la voie de signalisation HH même si 
l’amplitude d’activation diffère d’une forme à l’autre. De manière générale, à concentration 
identique, SHH est plus puissant qu’IHH et IHH l’est davantage que DHH (Pathi et al., 2001). 
C’est donc l’expression spatio-temporelle des différents membres qui définit leur spécificité 
d’action. Ainsi, DHH est principalement exprimé dans les gonades, IHH dans les tissus 
endodermiques primitifs, le tractus gastro-intestinal et les chondrocytes alors que l’expression 
de SHH est plus répandue. Dans certains cas, 2 ligands HH peuvent agir sur le même tissu 
notamment au cours du développement embryonnaire (Varjosalo and Taipale, 2008). 
PTCH et SMO : réception du signal HH à la membrane 
PTCH, protéine à 12 domaines trans-membranaires, est le récepteur de HH. Il existe 2 
gènes Patched chez les mammifères, PTCH1 et PTCH2. Les souris Ptch1-/- présentent une 
activation complète de la voie HH conformément au modèle selon lequel PTCH inhibe SMO 
responsable de l’activation de la voie (Goodrich et al., 1997). A l’inverse, le mutant Ptch2-/- a 
un phénotype normal en apparence (Nieuwenhuis et al., 2006). Le gène PTCH1 des 
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mammifères est considéré comme l’orthologue du gène Ptc de la drosophile et est donc 
accepté comme le récepteur principal de HH. PTCH2 pourrait être plus particulièrement 
impliqué dans l’interaction avec le ligand DHH (Nieuwenhuis et al., 2006). De manière 
générale, PTCH1 a été largement plus étudié que PTCH2. Dans la suite de ce travail, le terme 
PTCH fera référence à PTCH1. 
La fonction de PTCH serait associée au transport de petites molécules à travers la 
membrane (Fig.11) (Taipale et al., 2002). Cette hypothèse a été proposée quand il a été 
montré que PTCH inhibait complètement SMO même lorsqu’il était exprimé en quantité 
moindre que SMO. De plus, PTCH, qui n’interagit pas directement avec SMO, a une structure 
proche de protéines impliquées dans le transport transmembranaire chez les bactéries. 
Conformément à cette hypothèse, de petites molécules ont été identifiées comme interagissant 
et régulant SMO. C’est le cas notamment des oxystérols et de la vitamine D3 (Bijlsma et al., 
2006, Corcoran and Scott, 2006). 
 
Figure 11 Modèle d’action du récepteur PTCH (van den Brink, 
2007). 
(A) Lorsque la voie de signalisation HH est inactive, PTCH
pompe de petites molécules vers le milieu extracellulaire. Ces 
molécules inhibent SMO en s’y fixant. (B) Lorsque le ligand 
HH se fixe à PTCH, les molécules restent dans le cytoplasme. 
SMO n’est alors plus inhibé et peut transmettre le message 
d’activation de la voie HH.
SMO fait partie de la famille des récepteurs à 7 domaines trans-membranaires. Jusqu’à 
maintenant, aucune liaison directe d’un ligand n’a pu être mise en évidence, ce qui est en 
accord avec une régulation indirecte par HH via le récepteur PTCH. SMO est responsable de 
la transduction du signal mais il existe une différence importante entre la drosophile et les 
mammifères. 
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Transduction du signal par SMO, point de divergence entre 
drosophile et mammifères 
COS2 n’est pas indispensable 
Comme chez la drosophile, la phosphorylation de SMO constitue une étape importante 
de l’activation de la voie HH. Cependant, les sites de phosphorylation de la partie C-terminale 
de SMO présents chez la drosophile ne sont pas conservés chez les mammifères. De plus, 
chez la drosophile, SMO contient 2 domaines d’interaction avec COS2. Un des 2 domaines 
est absent et le second n’est pas indispensable à la fonction de SMO chez les mammifères (Jia 
et al., 2003, Varjosalo et al., 2006). Enfin, les protéines murines KIF7 et KIF27, homologues 
de COS2, ne sont pas importantes pour le fonctionnement de la voie HH (Varjosalo et al., 
2006). Récemment, il a été démontré que SMO est phosphorylé par GRK2 dans les cellules de 
mammifères. Cette phosphorylation entraîne son endocytose via le recrutement de la 
β-arrestin2 (Chen et al., 2004). Ce mécanisme est indispensable à la transduction du signal et 
notamment à la localisation de SMO dans le cilium primaire (Kovacs et al., 2008). 
Importance du cilium primaire dans la transduction du signal 
Le cilium primaire est une projection de la membrane plasmique vers le milieu 
extracellulaire. Il se compose notamment d’un axonème qui croît à partir du centriole (Satir 
and Christensen, 2007). L’implication du cilium dans la voie de signalisation HH est apparue 
lors de l’étude de mutants de souris pour des gènes codant des protéines essentielles à la 
structure de l’organelle comme IFT88 et IFT172. Ces mutants présentent un phénotype 
caractéristique d’une perte de la voie HH (Huangfu et al., 2003). En effet, en présence de 
SHH, SMO s’accumule au niveau du cilium (Corbit et al., 2005). De même, SUFU et les 
facteurs de transcription GLI sont localisés au niveau de cette structure (Haycraft et al., 2005). 
Il est intéressant de noter qu’à l’inverse, chez la drosophile, le cilium ne semble pas être 
impliqué dans le fonctionnement de la voie HH (Nybakken et al., 2005). 
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Rôle accru de SUFU chez les mammifères 
Enfin, il existe une dernière différence majeure entre drosophile et mammifères. Chez 
la drosophile, le mutant SU(FU) ne présente pas de phénotype marquant alors que chez la 
souris, la perte de SUFU se caractérise par un phénotype mimant une activation de la voie HH 
comme chez les souris Ptch-/- (Cooper et al., 2005, Preat, 1992). Alors que SUFU a un rôle 
secondaire dans la voie HH chez la drosophile, elle a une importance plus marquée chez les 
mammifères. Chez les mammifères, comme chez la drosophile, c’est un régulateur négatif de 
la voie HH. Il agit en se fixant aux facteurs de transcription GLI et en modulant leur activité 
de 2 façons au moins. D’une part, SUFU est capable de séquestrer les facteurs de transcription 
dans le cytoplasme (Fig.10) (Kogerman et al., 1999). D’autre part, dans le noyau, elle va 
interagir avec la protéine SAP18 et permettre le recrutement de HDACs, celles-ci étant 
associées à une répression de l’expression des gènes (Cheng and Bishop, 2002).  
Les facteurs de transcription GLI et ZIC 
Les facteurs de transcription GLI et ZIC font partie de la famille des facteurs de 
transcription à doigts de Zinc de type C2H2. Du point de vue homologie de séquence, Ci est 
plus proche de GLI que des facteurs de transcription ZIC (Fig.12). Chez les mammifères, la 
fonction de Ci est assurée par les 3 facteurs de transcription GLI 1-3. 
 
Figure 12 Arbre phylogénétique incluant les familles de protéines GLI (Bleu), GLIS (Vert) et ZIC 
(Rouge). 
L’arbre a été construit sur la base des séquences des motifs à doigts de Zinc des facteurs de 
transcription humains GLI1, GLI2, GLI3, GLIS1, GLIS2, GLIS3, ZIC1, ZIC2, ZIC3, ZIC4 et de 
la drosophile Ci. Les séquences ont été alignées en utilisant clustalw et l’arbre a été construit selon 
la méthode Neighbor-Joining en utilisant le programme PhyloDraw. Cet arbre permet de voir 
notamment que Ci est plus proche des facteurs de transcription GLI que ZIC. 
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GLI2 et GLI3 
La structure de GLI2 et celle de GLI3 sont comparables à celle de Ci. Tous deux 
possèdent un domaine activateur C-terminal et un domaine répresseur de la transcription 
N-terminal (Fig.13). 
 
Figure 13 Représentation schématique des facteurs de transcription Ci (drosophile) et GLI 
(mammifères). 
Ces facteurs de transcription possèdent 5 motifs à doigts de Zinc de type C2H2. Ils possèdent 
également un site de fixation à SUFU (SUFU BD). GLI2 et GLI3 possèdent un domaine activateur 
et un domaine répresseur de la transcription comme leur homologue chez la drosophile Ci. En 
revanche GLI1 ne possède qu’un domaine activateur. 
GLI2 et GLI3 sont les facteurs de transcription impliqués dans la transduction précoce 
du signal HH . Cependant ils agissent différemment (Fig.14). Lorsque la voie est inactive, 
GLI3 perd par clivage son domaine activateur ce qui donne naissance à GLI3R qui agit 
comme répresseur de la transcription, inhibant l’expression des gènes cibles de la voie HH 
(Altaba, 1999, Wang et al., 2000). C’est la phosphorylation de GLI3 qui va permettre sa 
reconnaissance par β-TRCP conduisant à son clivage. Les kinases impliquées dans la 
phosphorylation de GLI3 sont les mêmes que celles qui agissent chez la drosophile à savoir 
PKA, GSK3β et CKI (Varjosalo and Taipale, 2008). Il est important de préciser que le cilium 
est nécessaire au clivage de GLI3 (May et al., 2005). Bien que GLI2 et GLI3 aient des 
structures proches, aucun clivage de GLI2 conduisant à la formation de GLI2R n’a pu être 
mis en évidence. Lorsque la voie est activée, le clivage de GLI3 est inhibé et il peut alors agir 
comme activateur (GLI3A) (Bai et al., 2004). Cependant, le pouvoir activateur de GLI3A est 
restreint, ce qui tend à penser que le rôle principal de GLI3 est d’agir comme répresseur. En 
revanche, dans ces conditions, GLI2 agit comme un activateur, induisant l’expression des 
gènes cibles de la voie HH (GLI2A) (Bai et al., 2002, Sasaki et al., 1999). En résumé, GLI2 
est impliqué dans l’activation de la voie HH sous sa forme GLI2A alors que la fonction 
principale de GLI3 est d’agir comme répresseur (GLI3R), lorsque la voie est inactive. 
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GLI1 
Contrairement à GLI2 et à GLI3, GLI1 ne possède pas de domaine répresseur (Fig.13) 
(Sasaki et al., 1999). Le facteur de transcription GLI1 est impliqué dans les évènements 
tardifs de la transduction du signal HH. Son expression est fortement stimulée lorsque la voie 
de signalisation HH est activée (Fig.14). Il a été montré que son expression était régulée par 
GLI2 et GLI3 et était dépendante de ces facteurs de transcription lors de l’activation de la 
voie HH (Buttitta et al., 2003, Dai et al., 1999, Ikram et al., 2004). Les souris Gli1-/- ne 
présentent pas de phénotype particulier (Park et al., 2000). Par contre, la surexpression de 
GLI1 mime une activation de la voie HH, ce qui implique que GLI1 est capable d’activer la 
plupart, voire l’ensemble des gènes cibles de la voie HH (Hynes et al., 1997, Lee et al., 1997). 
 
Figure 14 Régulation des protéines Ci/GLI chez la drosophile et les mammifères (Adaptée de 
Koebernick et Pieler, 2002). 
Chez la Drosophile, en absence de HH, CiA est clivé pour générer CiR qui agit comme un facteur 
de transcription répresseur. En présence de HH, le clivage est inhibé et CiA agit comme activateur 
de la transcription. Chez les mammifères, la fonction de Ci est assurée par 3 facteurs de 
transcription différents, GLI1, GLI2 et GLI3. Lorsque HH est absent, GLI3A est clivé pour former 
GLI3R, répresseur de la transcription. Bien que GLI2 présente une structure proche de GLI3 et Ci, 
aucun clivage in vivo n’a pu être mis en évidence jusqu’à maintenant. En présence de HH, 
l’expression de GLI1 est stimulée et il agit comme un activateur de la transcription. GLI2A et 
GLI3A agissent également comme activateurs de la transcription, le clivage de GLI3A étant 
inhibé. Le potentiel activateur de GLI1 est supérieur à celui de GLI2A et celui de GLI2A 
supérieur à celui de GLI3A. 
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ZIC 
De nombreuses protéines ont été montrées comme régulant l’activité des facteurs de 
transcription GLI. Parmi elles se retrouvent les facteurs de transcription ZIC. Ils sont 
impliqués principalement dans le développement du système nerveux central, des muscles ou 
encore du squelette chez l’embryon (Grinberg and Millen, 2005). Le génome des mammifères 
contient 5 gènes ZIC. Les souris mutées pour chacun de ces gènes présentent des phénotypes 
différents ce qui semble indiquer que leurs fonctions ne sont pas redondantes (Grinberg and 
Millen, 2005). Les souris Zic2-/- présentent un phénotype caractéristique d’holoproencéphalie 
(HPE) (Aruga et al., 2002). Dans une faible proportion d’HPE humain, ZIC2 est également 
muté (Brown et al., 1998). De plus, dans un quart des cas d’HPE humains, SHH est muté, 
renforçant le lien entre les protéines ZIC et la voie de signalisation HH (Roessler et al., 1996). 
Les protéines ZIC sont capables d’interagir avec les facteurs de transcription GLI par 
l’intermédiaire de leur domaine à doigts de Zinc (Koyabu et al., 2001, Zhu et al., 2008). Cette 
interaction permet de moduler positivement ou négativement l’activité des facteurs de 
transcription GLI en fonction du type cellulaire (Fig.10) (Mizugishi et al., 2001).  
Gènes cibles de la voie HH 
Les facteurs de transcription GLI se fixent aux promoteurs des gènes qu’ils régulent 
par l’intermédiaire de la séquence cis-régulatrice GACCACCCA (Kinzler and Vogelstein, 
1990). Les travaux qui se sont donné pour but d’identifier les gènes cibles soit de HH soit des 
facteurs de transcription GLI ont abouti à des résultats très différents. L’utilisation de 
méthodes différentes mais aussi et surtout de modèles cellulaires différents peut expliquer ces 
résultats. Les gènes cibles de la voie HH sont dépendants du contexte cellulaire. Les seuls 
gènes cibles communs à toutes les études sont les gènes codant des protéines impliquées dans 
la voie de signalisation HH elle-même. C’est le cas notamment des gènes PTCH et HHIP dont 
le produit, par l’intermédiaire de la fixation au ligand HH, va générer un rétrocontrôle négatif 
en limitant le nombre de molécules disponibles pour activer la voie HH (Agren et al., 2004, 
Chuang and McMahon, 1999). GLI1 est également un gène cible, son expression étant régulée 
par GLI2 et GLI3 comme cela a été mentionné précédemment.  
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2- La voie HH dans les intestins 
Les souris mutées Ihh-/-, Shh-/-, Ptch-/-, Gli1-/-, Gli2-/- et Gli3-/- présentent toutes 
des défauts du tractus gastro-intestinal (Lees et al., 2005), indiquant que la voie de 
signalisation HH est impliquée dans le développement des organes le constituant. Les souris 
Shh-/- et Ihh-/- présentent toutes les deux une mauvaise rotation des intestins ou encore une 
couche musculaire circulaire plus mince que chez les souris normales (Ramalho-Santos et al., 
2000). Cependant, chaque mutant possède certains défauts qui lui sont propres. Les souris 
Shh-/- se caractérisent notamment par une différenciation anormale de certains neurones 
entériques alors que chez les souris Ihh-/-, ils sont totalement absents. De même, seules les 
souris Ihh-/- présentent une déficience de la différenciation des entérocytes et une altération 
partielle de la structure en villosités. Plus récemment, une autre approche a été utilisée pour 
étudier le rôle de la voie HH dans les intestins. Le gène Hhip a été couplé au promoteur de la 
villin afin de surexprimer HHIP dans les cellules épithéliales intestinales (Madison et al., 
2005), conduisant à l’inhibition de la voie HH. Chez ces souris, l’architecture des villosités de 
l’intestin grêle a été complètement perdue. En ce qui concerne le côlon, aucune observation 
n’a pu être faite. Il semble donc, d’après ces études réalisées sur la souris, que la voie de 
signalisation HH soit importante dans la formation de la structure en villosités des intestins 
lors de l’embryogenèse. 
Chez les mammifères adultes, IHH et SHH sont exprimés dans l’épithélium mais avec 
un profil d’expression différent (Fig.15). SHH est exprimé dans l’intestin grêle et le côlon à la 
base des cryptes. Cette expression est très faible et pour le côlon, elle n’est observable que 
dans certaines cryptes (van den Brink et al., 2002). Cependant, malgré la détection du 
transcrit, la protéine SHH n’a pu être détectée. Pour IHH, tant le transcrit que la protéine sont 
exprimés au niveau des cellules différenciées du côlon au sommet des cryptes (van den Brink 
et al., 2004). Ces observations ont été faites chez l’homme et les rongeurs. Alors que les 
ligands HH sont exprimés dans l’épithélium, PTCH est exprimé uniquement par les cellules 
adjacentes à l’épithélium dans le côlon (Fig.15). Cela indique que la voie HH agit 
principalement de façon paracrine dans le côlon (van den Brink, 2007). Il a également été 
montré chez la souris que PTCH, les gènes codant les facteurs de transcription GLI ainsi que 
HHIP étaient principalement exprimés dans le mésenchyme de l’intestin grêle renforçant 
l’idée d’un fonctionnement paracrine de la voie HH dans les intestins en général (Madison et 
al., 2005). Ces travaux ont montré aussi que BMP4 avait le même profil d’expression que 
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PTCH. D’autres études ont également montré que l’expression de BMP4 était contrôlée par la 
voie HH dans les intestins chez la souris ainsi que chez le poulet (Roberts et al., 1995, 
Sukegawa et al., 2000). Le gène codant pour BMP4 est donc considéré comme un gène cible 
de la voie HH dans les intestins d’autant plus que les facteurs de transcription GLI sont 
capables d’activer un gène rapporteur dont l’expression est sous le contrôle du promoteur 
BMP4 (Kawai and Sugiura, 2001). 
 
Figure 15 Distribution de l’expression des membres de la voie HH dans le côlon adulte. 
L’expression de SHH, GLI, HHIP et PTCH a été déterminée par hybridation in situ tandis que 
l’expression d’IHH a été observée par immunohistochimie (van den Brink, 2007 ; Madison et al., 
2005). Chez la souris, l’expression de BMP4, gène cible de la voie HH dans les intestins, présente 
le même profil d’expression que PTCH par hybridation in situ. 
3- La voie HH dans les cancers 
Les premières observations montrant un lien entre voie HH et cancers ont été faites en 
1996. Depuis, il a été montré que la voie HH est impliquée dans le développement de 
plusieurs types de cancers. Lorsque c’est le cas, il s’agit de suractivation de la voie dont la 
cause permet de séparer les cancers en 2 catégories : d’un côté, les cancers de type I où une 
mutation est à l’origine d’une suractivation de la voie HH (activation indépendante du ligand) 
et de l’autre, les cancers de type II où la suractivation est due à une surproduction de ligand 
(activation dépendante du ligand) (Fig.16). Les nombreux travaux réalisés permettent 
d’envisager d’inhiber la voie de signalisation HH dans le cadre de thérapies contre certains 
cancers.  
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Figure 16 Classification des cancers en fonction du mode de dérégulation conduisant à une 
activation de la voie de signalisation HH. 
Les cancers de type I présentent une activation de la voie HH suite à la mutation d’un membre de 
la voie HH. Des mutations de PTCH, SMO et SUFU ont été décrites dans ces cancers. Les cancers 
de type II surexpriment SHH ce qui conduit à une suractivation de la voie HH dans les cellules 
tumorales suite à un effet autocrine. 
a- Les cancers de type I 
La première implication de la voie HH dans le développement des cancers provient de 
travaux sur les patients atteints du syndrome de Gorlin. Ces patients développent de multiples 
carcinomes à cellules basales (BCC) et ont une prédisposition au développement de 
médulloblastomes (tumeur du cervelet) et de rhabdomyosarcomes (tumeur des muscles striés). 
Le syndrome de Gorlin est dû à des mutations du gène PTCH (Hahn et al., 1996, Johnson et 
al., 1996). Les souris Ptch+/- développent des lésions cutanées semblables à celles des BCC 
et sont également susceptibles de développer des médulloblastomes faisant de ces souris un 
modèle murin du syndrome de Gorlin (Goodrich et al., 1997, Hahn et al., 1998). Dans 70% 
des formes sporadiques de BCC, des mutations des membres de la voie de signalisation HH 
sont détectées (Tang et al., 2007). Il s’agit principalement de mutations inactivatrices de 
PTCH ou activatrices de SMO. Conformément à ces observations, des surexpressions de 
PTCH et GLI1, gènes cibles de la voie ont été mises en évidence dans l’immense majorité des 
BCC (Dahmane et al., 1997, Unden et al., 1997). L’activation de la voie HH constitue donc 
une étape indispensable au développement des BCC. A l’instar des BCC, des mutations des 
membres de la voie HH ont été mises en évidence dans les médulloblastomes. Il s’agit de 
mutations inactivatrices de PTCH et SUFU (Raffel et al., 1997, Taylor et al., 2002). 
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Dans les cancers de type I tels que les BCC et médulloblastomes, la mutation d’un 
membre de la voie HH est directement à l’origine du développement de la tumeur. 
b- Les cancers de type II 
Jusqu’à présent, dans les cancers autres que les cancers de type I, aucune mutation 
d’un membre de la voie HH n’a pu être clairement mise en évidence. Cependant, ces dernières 
années, des suractivations de la voie HH ont été montrées dans plusieurs types de cancers tels 
que les cancers du poumon à petites cellules (SCLC), du sein, de la prostate ou du pancréas 
(Karhadkar et al., 2004, Kubo et al., 2004, Sanchez et al., 2004, Thayer et al., 2003, Watkins 
et al., 2003). Les premiers cancers où une suractivation de la voie HH a été montrée sont les 
SCLC (Watkins et al., 2003). Dans les tumeurs primaires de SCLC, 50% des cas montrent 
une surexpression de SHH et GLI1 alors que ceux-ci ne sont pas exprimés dans le poumon 
sain. L’activation de la voie HH dans le poumon normal adulte est uniquement observée lors 
de réparation de lésions. L’implication de la voie HH dans les SCLC a été confirmée grâce 
aux travaux sur des lignées cellulaires. Les membres de la voie HH sont exprimés dans ces 
lignées. De plus, l’utilisation d’inhibiteurs de la voie HH inhibe la croissance des cellules in 
vitro et en souris nues. 
En général, la plupart des travaux montrant une suractivation de la voie HH dans les 
cancers de type II se basent sur les observations suivantes : surexpression de ligand HH, 
surexpression des gènes cibles (généralement GLI1 et/ou PTCH), blocage de l’activation par 
un inhibiteur de la voie HH, la cyclopamine majoritairement. Il est intéressant de noter que 
seule la surexpression de SHH, mais pas celles d’IHH ou de DHH, semble être impliquée 
dans les cancers de type II. 
c- Rôle de la voie HH dans le développement des 
cancers 
Le rôle de l’activation de la voie HH au cours de la tumorigenèse n’a pas encore été 
élucidé. Des gènes codant pour les protéines impliquées dans la prolifération (Cyclines D et 
E) et la survie cellulaire (BCL2) comptent parmi les gènes cible de la voie HH chez la 
drosophile et dans les kératinocytes humains (Duman-Scheel et al., 2002, Regl et al., 2004). 
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Ces 2 mécanismes jouant un rôle majeur dans la tumorigenèse, ils pourraient être le moyen 
par lequel la voie HH agit sur le développement des tumeurs. Récemment, il a également été 
montré, dans les médulloblastomes, que N-MYC était indispensable à la prolifération des 
cellules tumorales dépendante de l’activation de la voie HH (Hatton et al., 2006).  
Selon une théorie récente, il existe, dans les tumeurs, des cellules souches cancéreuses 
(CSC), sous-population de cellules qui seraient à l’origine de l’ensemble des cellules 
tumorales (Reya et al., 2001). Il a été montré que la voie de signalisation HH était suractivée 
dans les CSC de cancers du sein au regard de la surexpression de PTCH, GLI1 et GLI2 (Liu et 
al., 2006). Cette observation est d’autant plus intéressante que la voie HH est également 
impliquée dans le maintien des cellules souches normales du sein. L’activation de la voie HH 
dans les tumeurs pourrait participer à la tumorigenèse en maintenant la population de CSC. 
d- Les inhibiteurs de la voie HH 
La suractivation de la voie HH dans de nombreux cancers a conduit à cibler cette voie 
dans un but thérapeutique. Le premier inhibiteur connu de la voie est la cyclopamine 
(Incardona et al., 1998). Cet alcaloïde a été extrait de Veratum californicum, une plante dont 
la consommation par les brebis provoquait la naissance d’agneaux atteints 
d’holoproencéphalie, syndrome directement lié à une inhibition de la voie HH (Keeler and 
Binns, 1968). La cyclopamine inhibe la voie HH en se fixant directement à SMO (Chen et al., 
2002). Depuis, de nombreux inhibiteurs agissant via SMO ont été développés (Fig.17). 
Figure 17 Inhibiteurs de la voie de 
signalisation HH. 
La majorité des inhibiteurs décrits 
jusqu’à maintenant bloquent la voie de 
signalisation HH en se fixant à SMO. 
Récemment les inhibiteurs GANT58 et 
GANT61, agissant sur les facteurs de 
transcription GLI, ont été identifiés.
 
L’un d’eux est d’ores et déjà en phase clinique I pour le traitement des BCC (Garber, 
2008). Le ciblage de SMO n’est pas forcément la meilleure approche thérapeutique 
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notamment dans le cas des médulloblastomes où des mutations de SUFU ont été identifiées. 
SUFU agissant en aval de SMO, les inhibiteurs tels que la cyclopamine ne sont pas capables 
d’inhiber la voie HH. Le ciblage des facteurs de transcription GLI est donc une alternative de 
plus en plus envisagée. Lauth et al. ont récemment isolé 2 inhibiteurs de la voie HH, GANT58 
et GANT61, agissant sur GLI (Lauth et al., 2007). 
D- Interactions croisées des voies de signalisation WNT, 
TGF-β et HH 
Les voies de signalisation WNT, TGF-β et HH sont importantes dans l’homéostasie de 
l’épithélium du côlon. Ces 3 voies de signalisation co-existent dans la crypte avec une voie 
WNT présente à la base des cryptes alors que les voies TGF-β et HH sont au sommet de la 
structure. Il n’est donc pas étonnant que des interactions croisées entre ces voies aient été 
mises en évidence (Fig.18). 
 
Figure 18 Interactions croisées des voies de signalisation HH, WNT et TGF-β dans le côlon 
adulte. 
La voie WNT est active dans les cellules prolifératives des cryptes alors que les voies HH et 
TGF-β sont caractéristiques des cellules situées au sommet des cryptes. Celles-ci agissent 
négativement sur la voie WNT afin de limiter son activité à la base des cryptes. De même, la voie 
WNT agit négativement sur la voie HH en inhibant l’expression d’IHH. 
L’interaction croisée la plus étudiée jusqu’à maintenant est celle entre les voies WNT 
et TGF-β. Il a notamment été montré que la voie TGF-β était capable d’inhiber la voie WNT. 
Plusieurs études ont mis en évidence un antagonisme entre TGF-β et la voie WNT dans 
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l’intestin (Gregorieff and Clevers, 2005). Plusieurs mécanismes ont été proposés. L’un d’eux 
établit que SMAD3 est capable d’interagir avec la β-caténine, dissociant ainsi le complexe 
TCF4-β-caténine (Sasaki et al., 2003). BMP4 a également été montré comme inhibant la voie 
WNT. Cependant, dans ce cas, le mécanisme proposé est indirect. En effet, il implique une 
activation de PTEN qui serait à l’origine d’une répression de l’activité β-caténine/TCF par la 
voie PI3kinase/AKT (He et al., 2004). La voie WNT est également capable d’agir sur la voie 
BMP en contrôlant l’expression d’antagonistes de BMP dans les cryptes (Kosinski et al., 
2007). Au cours de la tumorigenèse colorectale, la voie WNT est activée alors que la voie 
TGF-β est inhibée, ce qui est cohérent par rapport aux régulations antagonistes de ces 2 voies. 
Néanmoins, lorsque la voie TGF-β est active dans les cancers du côlon, elle pourrait participer 
au développement de la tumeur en coopérant avec la voie WNT, un certain nombre de gènes 
cibles de la voie WNT étant également des cibles de la voie TGF-β (Labbe et al., 2007). 
La voie HH interagit également avec les voies WNT et TGF-β. Peu de choses sont 
connues sur l’interaction croisée des voies HH et TGF-β. Le gène codant pour le ligand 
BMP4 est, par exemple, un gène cible de la voie HH comme cela a été montré dans les 
intestins du poulet (Sukegawa et al., 2000). Les premiers éléments concernant l’interaction 
entre les voies HH et WNT ont été publiés en 2001. Il a été montré que SUFU était capable 
d’interagir avec la β-caténine et d’inhiber son activité transcritionnelle (Meng et al., 2001).   
Pendant la réalisation de ce travail, les travaux de van den Brink et al. ont suggéré également 
une inhibition de la voie WNT par la voie HH. En effet, la surexpression d’IHH dans la lignée 
cellulaire de cancer du côlon DLD1 s’accompagne d’une baisse de l’activité de la voie WNT 
suite à la répression de l’expression de TCF4 dans le noyau. A l’inverse, la surexpression d’un 
dominant négatif de TCF4 induit l’expression d’IHH, suggérant une inhibition croisée des 
voies HH et WNT dans ces cellules (van den Brink et al., 2004). 
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But du travail 
Par le passé, le laboratoire d’Oncologie Moléculaire s’est intéressé à la surexpression 
du gène IGF2 dans les cancers du côlon. Ce gène, codant pour un facteur de croissance, est 
surexprimé dans 30% des cancers du côlon (Lambert et al., 1990). Les surexpressions peuvent 
être particulièrement fortes avec des transcrits IGF2 800 fois plus abondants dans la tumeur 
par rapport au tissu sain d’un même patient. De fortes surexpressions d’IGF2 se retrouvent 
également dans les rhabdomyosarcomes qui se développent chez les souris Ptch+/- où la voie 
de signalisation HH est suractivée (Hahn et al., 2000). Cette observation a suscité notre intérêt 
pour la voie HH mais nous n’avons pu établir aucun lien entre la voie de signalisation HH et 
l’expression d’IGF2 dans les cancers du côlon. Néanmoins, la caractérisation de la voie HH 
dans les cancers du côlon a été poursuivie, cette étude présentant un intérêt majeur. En effet la 
voie de signalisation HH joue un rôle essentiel dans le développement du tractus 
gastro-intestinal et est un acteur critique de l’homéostasie de l’épithélium du côlon. De plus, 
la littérature émergente démontre une implication grandissante de la voie HH dans de 
nombreux cancers alors que dans le cas des cancers du côlon, les résultats sont peu nombreux 
et contradictoires. 
La section I des résultats traite de l’étude de l’expression des membres de la voie HH 
dans les cancers du côlon. Cette étude s’est principalement focalisée sur les lignées cellulaires 
de cancers du côlon et indique que la voie HH n’est pas activée, contrairement à ce qui a pu 
être montré dans d’autres cancers du tractus gastro-intestinal. Des résultats obtenus à partir de 
tumeurs primaires sont également présentés.  
La cyclopamine, inhibiteur de la voie de signalisation HH, a ensuite été utilisée dans 
les lignées cellulaires de cancers du côlon. Ces expériences ont permis de confirmer que la 
voie de signalisation HH était inactive dans les lignées (Section II des résultats). Une partie 
des résultats des sections 1 et 2 ont fait l’objet d’un article (Annexe 1). 
Enfin, la voie de signalisation HH a été activée artificiellement, en surexprimant GLI1, 
dans la lignée cellulaire de côlon HCT116 afin de déterminer son effet dans des cellules de 
côlon. Ces résultats, présentés dans la section III, montrent que la BMP4 est un gène cible de 
la voie HH dans les cellules humaines de côlon et que la différenciation y est stimulée. 
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Résultats 
I. Etude de l’expression des membres de la voie de signalisation 
HH dans les cancers du côlon 
 
Afin d’étudier la voie de signalisation HH dans les cancers du côlon, nous avons 
décidé d’utiliser comme modèle d’étude des lignées cellulaires dérivées de cancers du côlon. 
Les résultats d’une analyse préliminaire de quelques tumeurs primaires de côlon sont 
également présentés. 
A- Les lignées cellulaires 
Les lignées cellulaires présentent l’avantage de fournir une source infinie de matériel 
biologique. De plus, dans le cadre de l’étude de l’implication de la voie HH dans les cancers, 
il a été observé que la voie était activée dans les lignées cellulaires au même titre que dans les 
tumeurs primaires. C’est notamment le cas dans les cancers du pancréas, du poumon à petites 
cellules, de la prostate ou encore du sein (Kubo et al., 2004, Sanchez et al., 2004, Thayer et 
al., 2003, Watkins et al., 2003). Nous avons utilisé 7 lignées cellulaires dont les 
caractéristiques sont résumées dans le tableau I de la section matériel et méthodes.  
1- Le ligand HH 
Concernant les ligands HH, nous nous sommes intéressés uniquement à SHH et IHH. 
En effet, aucune expression et a fortiori fonction n'ont été décrites pour DHH dans le tractus 
gastro-intestinal que ce soit chez l'adulte ou chez l'embryon, contrairement à IHH et à SHH. 
Dans un premier temps, l’expression de la protéine HH a été étudiée par Western Blot 
en utilisant un anticorps reconnaissant les 3 formes de HH. En effet, cet anticorps commercial 
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(Santa Cruz Biotechnology) est dirigé contre le peptide correspondant aux acides aminés 41 à 
200 de la partie N-terminale de la protéine humaine SHH. Cette région présente 93% 
d’identité avec la partie N-terminale d’IHH (Fig.1A et 1B). Afin de tester l’anticorps, un 
vecteur d’expression pJT4-SHH codant pour la protéine SHH de poulet a été transfecté dans 
la lignée cellulaire NIH3T3. Par Western Blot, l’anticorps utilisé permet de détecter 2 bandes 
correspondant aux formes native et clivée de SHH dans les cellules transfectées par rapport 
aux cellules non transfectées. L’une est d’environ 45 kDa, poids moléculaire de la protéine 
SHH non clivée et l’autre est de 20 kDa, ce qui correspond à la forme clivée active de HH 
(Fig.1C). 
 
Figure 1 Les différentes formes de HH. 
(A) Alignement des séquences protéiques humaines de SHH (Q15465), IHH (Q14623) et DHH 
(O43323) grâce au programme Multalin (http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/multalin.html). Les 
différentes formes de HH sont homologues dans leurs parties N-terminales qui correspondent à la 
forme clivée active de HH. La flèche indique le site de clivage. (B) Alignement de la séquence 
protéique de SHH, reconnue par l’anticorps anti-SHH, avec la séquence correspondante d’IHH. 
L’identité est de 93%. (C) Western Blot réalisé avec l’anticorps anti-SHH (H-160) de Santa Cruz 
Biotechnology. Les cellules NIH3T3 ont été transfectées ou non avec le plasmide pJT4-SHH 
codant pour la protéine SHH du poulet. Les formes native (45kDa) et clivée (20kDa) de SHH sont 
indiquées par une flèche. L’actine a été utilisée comme standard interne. 
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La Fig.2A montre l’expression de la forme clivée de HH dans les lignées cellulaires de 
cancers du côlon, la forme non clivée de 45 kDa n’y étant pas détectée par Western Blot. Les 
lignées cellulaires, en fonction de leur niveau d'expression de HH, peuvent être subdivisées en 
3 groupes : absence d'expression (Colo320 et HCT116), expression modérée (Colo205 et 
SW480) et forte expression (HT29, WiDr et Caco-2). Afin d’exercer un effet autocrine (ou 
paracrine), les facteurs HH doivent être sécrétés dans le milieu extracellulaire. Pour vérifier 
que les facteurs HH étaient bien sécrétés, les milieux dans lesquels les cellules ont été 
cultivées pendant 5 jours ont été collectés et analysés par Western Blot (Fig.2B). Les résultats 
montrent que les cellules qui expriment HH le sécrètent également. Parmi les cellules à 
expression modérée, les cellules Colo205 accumulent, en 5 jours de culture, une quantité de 
protéine HH se rapprochant des quantités secrétées par les lignées exprimant fortement HH 
dans le cytoplasme. 
 
Figure 2 Expression de HH dans les lignées 
cellulaires de cancers du côlon. 
L’expression de la protéine HH a été mise en 
évidence par Western Blot grâce à l’anticorps 
anti-SHH (H-160, Santa Cruz biotechnology). 
Des extraits cytoplasmiques (A) ou des milieux 
conditionnés (B) de lignées cellulaires de 
cancers du côlon ont été utilisés. L’actine a été 
utilisée comme standard interne. (C) 
l’expression des transcrits SHH et IHH a été 
déterminée par RT-PCR en utilisant des 
amorces spécifiques. La cyclophiline a été 
utilisée comme standard interne. 
L'anticorps utilisé ne permettant pas de discriminer les différentes formes de HH, les 
expressions d’IHH et de SHH ont été évaluées par RT-PCR en utilisant des amorces 
spécifiques de chaque forme. Le résultat présenté dans la Figure 2C montre la présence de 
transcrits SHH dans toutes les lignées, alors que l’ARNm IHH n'est détecté que dans les 3 
lignées dans lesquelles une forte expression de la protéine HH a été observée : HT29, WiDr et 
Caco-2 (Fig.2A). Cette corrélation suggère que la majorité des protéines HH mises en 
évidence par Western Blot correspond à IHH. 
Les résultats de l’étude de l’expression et de la sécrétion de HH indiquent que la voie 
HH pourrait être activée de façon autocrine dans 5 des 7 lignées de cancers du côlon étudiées. 
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2- PTCH et SMO 
L’activation autocrine de la voie HH requiert l’expression des protéines membranaires 
PTCH et SMO, responsables de la transmission du signal induit par le ligand HH présent dans 
le milieu extracellulaire. L'expression de ces 2 membres clés de la voie HH  a été étudiée par 
RT-PCR (Fig.3). PTCH est exprimé dans toutes les lignées tandis que SMO est exprimé 
seulement dans 4 des 7 lignées : Colo320, HCT116, SW480 et Caco-2. De façon assez 
surprenante, SMO n’est pas exprimé dans les cellules Colo205, HT29 et WiDr. Ce résultat 
indique que la voie HH, malgré la présence de HH dans le milieu, ne peut être activée de 
façon autocrine dans ces lignées. 
 
Figure 3 Expression de PTCH et 
SMO dans les lignées cellulaires de 
cancers du côlon. 
L’expression des transcrits PTCH et 
SMO a été déterminée par RT-PCR. 
3- Les facteurs de transcription GLI 
Les facteurs de transcription GLI1-3 participent à la transduction du signal HH en 
régulant l’expression des gènes cibles de la voie. Leurs expressions ont été caractérisées dans 
les lignées cellulaires de côlon par RT-PCR ainsi que par Western Blot dans les cas de GLI1 
et GLI3. Enfin, l’activité des facteurs de transcription a été évaluée à l’aide du vecteur 
rapporteur 3’GLIBS. 
a- GLI1 
Les résultats de RT-PCR montrent que le transcrit GLI1 est exprimé dans toutes les 
lignées à l'exception de SW480 (Fig.4A). Une faible expression est détectée dans les lignées 
Colo205 et Caco-2 tandis que les autres lignées présentent des niveaux d’expression plus 
importants. La présence de la protéine GLI1 a été analysée par Western Blot afin de confirmer 
le résultat de RT-PCR. Comme contrôle positif, le vecteur d'expression pCDNA3.1-GLI1, 
codant pour la protéine GLI1 humaine, a été transfecté dans les cellules HCT116. Une bande 
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de 150 kDa, taille attendue pour GLI1, est clairement visible dans les cellules transfectées. En 
revanche, aucun signal n'est observé dans les extraits des cellules HCT116 parentales ainsi 
que dans les autres lignées cellulaires de cancers du côlon (Fig.4B). Un autre anticorps 
anti-GLI1 (N-16 ; Santa Cruz Biotechnology) a également été testé sans succès (résultat non 
montré). Ce résultat indique que la protéine GLI1 est absente ou alors présente en faible 
quantité dans les lignées cellulaires de côlon. 
 
Figure 4 Expression de GLI1 dans les 
lignées cellulaires de cancers du côlon. 
(A) L’expression des transcrits GLI1 a 
été déterminée par RT-PCR. (B) 
L’anticorps anti-GLI1 (H-300, Santa 
Cruz Biotechnology) a été utilisé pour 
réaliser un Western Blot. Aucune 
expression de la protéine GLI1 n’est 
observée dans les lignées cellulaires de 
cancers du côlon contrairement aux 
cellules HCT116 transfectées avec le 
vecteur d’expression pCDNA3.1-GLI1. 
b- GLI2 
L’expression de GLI2 a été analysée uniquement par RT-PCR. GLI2 est exprimé dans 
5 des 7 lignées cellulaires étudiées. Dans trois lignées (HCT116, HT29, WiDr), l’expression 
est faible tandis que dans 2 autres lignées (Colo320 et SW480), l’expression est plus forte  
(Fig.5). 
 
Figure 5 Expression de GLI2 dans les 
lignées cellulaires de cancers du côlon. 
L’expression des transcrits GLI2 a été 
déterminée par RT-PCR. 
c- GLI3 
Les résultats de RT-PCR montrent que GLI3 est exprimé dans 2 lignées seulement, 
Colo320 et SW480 (Fig.6A). Contrairement à GLI1 et GLI2, le rôle principal de GLI3 est 
d’agir comme un régulateur négatif de la voie HH lorsque celle-ci est inactive. La protéine 
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GLI3 a été montrée comme étant activatrice sous sa forme entière (GLI3A) tandis qu’elle a un 
effet répresseur lorsqu’elle est clivée (GLI3R). Le clivage de GLI3 est inhibé en présence de 
HH (Altaba, 1999, Bai et al., 2004, Li et al., 2004, Wang et al., 2000). 
 
Figure 6 Expression de GLI3 dans les lignées cellulaires de cancers du côlon 
(A) L’expression des transcrits GLI3 a été déterminée par RT-PCR. (B) L’anticorps anti-GLI3 
(H-280, Santa Cruz Biotechnology) a été utilisé pour réaliser un Western Blot. Les cellules 293T 
ont été transfectées avec le vecteur d’expression pREP4-GLI3. La forme native activatrice de 
GLI3 (GLI3A) ainsi que la forme clivée répresseur de GLI3 (GLI3R) sont indiquées par des 
flèches. KU70 a été utilisée comme standard interne.
L’expression de GLI3 a été déterminée par Western Blot afin de détecter les formes de 
GLI3 présentes dans les lignées cellulaires du côlon. Un anticorps (H-280, Santa Cruz 
Biotechnology) reconnaissant la partie N-terminale de GLI3 (acides aminés 1-280) a été 
utilisé. Il permet de détecter la protéine entière GLI3A de 190 kDa et la forme clivée GLI3R 
de 83 kDa. Pour disposer d’un contrôle positif, le vecteur d’expression pREP4-GLI3, codant 
pour la protéine GLI3 humaine, a été transfecté dans la lignée 293T. Celle-ci exprime GLI3 
de façon endogène (Agren et al., 2004). Des extraits protéiques enrichis en protéines 
nucléaires ont été préparés. L’anticorps révèle 3 bandes : 2 bandes ont les tailles attendues de 
190 et 83 kDa ; la 3ème bande a une taille de 95 kDa (Fig.6B). Après transfection de 
pREP4-GLI3, seule l’intensité des bandes de 190 et de 83 kDa augmente, confirmant que ces 
dernières correspondent aux formes GLI3A et GLI3R. En revanche, l’intensité de la troisième 
bande ne change pas et correspond donc à une fixation non spécifique de l’anticorps. Dans les 
lignées cellulaires Colo320 et SW480, les 2 formes de la protéine GLI3 sont détectées ce qui 
signifie que GLI3 est clivée dans ces lignées, du moins partiellement. Le clivage de GLI3 
dans les lignées Colo320 et SW480 semble donc indiquer que la voie HH y est inactive. 
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d- Activité des facteurs de transcription GLI 
La combinaison de facteurs de transcription GLI varie d’une lignée à l’autre. Par 
exemple, la lignée Caco-2 n’exprime que GLI1 alors que la lignée Colo320 exprime les 3 
facteurs de transcription GLI. Les vecteurs 3’GLIBS et m3’GLIBS ont été utilisés pour 
déterminer l’activité des facteurs de transcription GLI (Fig.7A). 
 
Figure 7 Activité des facteurs de 
transcription GLI dans les lignées cellulaires 
de cancers du côlon. 
(A) Représentation schématique des vecteurs 
rapporteurs 3’GLIBS et m3’GLIBS qui 
contiennent chacun 8 sites de fixation, 
normaux ou mutés respectivement, pour les 
facteurs de transcription GLI. Ces sites sont 
placés en amont du promoteur minimal du 
gène δ-Cristalline qui dirige l’expression du 
gène rapporteur luciférase (Sasaki et al., 
1997). (B) Stimulation de l’expression du 
vecteur 3’GLIBS par GLI1 dans la lignée 
murine NIH3T3. Le vecteur m3’GLIBS est 
insensible à GLI1. Les résultats sont la 
moyenne de 3 mesures d’une même 
expérience +/- SE. (C) Rapport 
3’GLIBS/m3’GLIBS dans la lignée NIH3T3 
et les lignées cellulaires de cancers du côlon. 
Les résultats sont la moyenne de 3 
expériences indépendantes +/- SE à 
l’exception de la lignée NIH3T3 où il s’agit 
du résultat d’une seule expérience. 
Les facteurs de transcription GLI se fixent sur la séquence consensus GACCACCCA 
au niveau du promoteur de leurs gènes cibles. Sasaki et al. ont construit un vecteur rapporteur 
luciférase appelé 3’GLIBS répondant aux facteurs de transcription GLI. Une version du 
vecteur possédant des sites de fixation GLI mutés, m3’GLIBS, a également été construite 
(Fig.7A) (Sasaki et al., 1997). Lorsque le vecteur 3’GLIBS est utilisé, l’expression de la 
luciférase est fortement stimulée par le facteur de transcription GLI1. En revanche, le vecteur 
m3’GLIBS est insensible à GLI1 (Fig.7B). Les facteurs de transcription GLI2 et GLI3 se 
fixent sur les mêmes sites que GLI1 mais leur capacité à activer l’expression de la luciférase 
du vecteur 3’GLIBS est moins importante (Bhatia et al., 2006). Le rapport de l’activité 
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luciférase des vecteurs 3’GLIBS et m3’GLIBS a été mesuré dans les lignées cellulaires 
Colo320, HCT116, SW480 et Caco-2. Ce rapport n’a pu être évalué dans les lignées Colo205, 
HT29 et WiDr, l’efficacité de transfection dans ces lignées étant très faible. Les résultats 
montrent que l’activité du vecteur 3’GLIBS n’est pas stimulée par rapport à l’activité du 
vecteur m3’GLIBS. Le rapport est égal à 1 dans la lignée SW480 comme dans la lignée 
NIH3T3 tandis qu’il est inférieur à 1 dans les lignées Colo320, HCT116 et Caco-2. Ces 
résultats indiquent donc que les facteurs de transcription GLI endogènes n’activent pas la 
transcription dans les lignées cellulaires de cancers du côlon. 
4- Régulateurs négatifs de la voie HH 
L’absence d’expression de certains membres de la voie HH (HH, SMO par exemple), 
le clivage de GLI3 ou encore l’absence d’activité des facteurs de transcription GLI laissent 
penser que la voie de signalisation HH est inactive dans les lignées cellulaires de cancers du 
côlon étudiées. Il était donc intéressant de compléter la caractérisation de la voie HH en 
étudiant l’expression de régulateurs négatifs de la voie HH que sont SUFU, HHIP et ZIC. 
a- SUFU 
SUFU est une protéine capable de se fixer aux facteurs de transcription GLI et 
d’inhiber leur activité (Stone et al., 1999). Stone et al. ont identifié deux transcrits alternatifs 
de SUFU (Fig.8A). 
 
Figure 8 Expression de SUFU dans les 
lignées cellulaires de cancers du côlon. 
(A) Représentation schématique des 
transcrits SUFU484 et SUFU433 ainsi que 
des paires d’amorces permettant leur 
détection par RT-PCR (Stone et al., 1999). 
(B) L’expression de SUFU484 a été 
déterminée par RT-PCR en utilisant les 
amorces P1 et P3. (C) L’anticorps 
anti-SUFU (C-15 ; Santa Cruz 
Biotechnology) a été utilisé pour détecter 
SUFU par Western Blot (WB). KU70 a été 
utilisée comme standard interne. 
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L’un code pour une protéine de 484 aa (SUFU484) tandis que le second code pour une 
protéine plus courte de 433 aa (SUFU433). Le transcrit SUFU484 est le transcrit majoritaire 
dans la plupart des organes, dont le côlon. En utilisant les amorces décrites par Stone et al. 
(Fig.8A), nous avons analysé par RT-PCR l’expression de SUFU484 dans les lignées 
cellulaires de cancers du côlon (Fig.8B). SUFU484 est exprimé dans toutes les lignées de 
cancers du côlon. De même, la protéine correspondante de 54 kDa a été détectée par Western 
Blot dans toutes les cellules (Fig.8C). On peut remarquer une bande de taille inférieure dans 
les extraits protéiques des cellules Colo205. Cette bande pourrait correspondre à une fixation 
non spécifique de l’anticorps. Elle pourrait également être une forme tronquée de la protéine 
due à une mutation du gène correspondant. Récemment, de nouveaux transcrits alternatifs 
codant pour des protéines différentes de SUFU484 ont été identifiés (Grimm et al., 2001). Des 
expériences supplémentaires seraient nécessaires pour connaître l’origine de la bande 
observée avec l’anticorps anti-SUFU dans la lignée Colo205. Colo205 est une lignée où SMO, 
GLI2 et GLI3 ne sont pas exprimées et où le taux de GLI1 est faible. Une perte de fonction du 
SUFU n’aurait a priori que peu de conséquences sur l’état d’activation de la voie dans cette 
lignée. 
b- HHIP 
La protéine HHIP participe au rétrocontrôle négatif de la voie HH. L’activation de la 
voie HH stimule l’expression de HHIP dont le rôle est d’atténuer le signal en se liant au 
ligand HH et en l’empêchant de se fixer à son récepteur (Chuang and McMahon, 1999). 
L’expression de HHIP a été étudiée par RT-PCR (Fig.9). HHIP n’est exprimé que 
dans les lignées Colo320 et SW480. Ce profil d’expression fait penser à celui de GLI3, 
également inhibiteur de la voie quand il est clivé. 
 
Figure 9 Expression de HHIP dans les 
lignées cellulaires de cancers du côlon. 
L’expression des transcrits HHIP a été 
déterminée par RT-PCR. 
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c- Les facteurs de transcription ZIC 
Selon Mizugishi et al., l’activité des facteurs de transcription GLI peut être régulée, 
négativement ou positivement, selon le type cellulaire, par les facteurs de transcription 
ZIC1-3 (Mizugishi et al., 2001). Les niveaux d’expression de ZIC1-3 ont été étudiés dans les 
lignées cellulaires de cancers du côlon par RT-PCR (Fig.10). Alors que ZIC1 et ZIC3 ne sont 
pas exprimés, une expression de ZIC2 est détectable dans toutes les lignées. L’expression est 
faible dans les lignées cellulaires Colo320 et WiDr mais particulièrement élevée dans les 
lignées Colo205 et HCT116. 
 
Figure 10 Expression de ZIC1-3
dans les lignées cellulaires de 
cancers du côlon. 
L’expression des transcrits ZIC1, 
ZIC2 et ZIC3 a été déterminée par 
RT-PCR grâce à des amorces 
spécifiques. Pour ZIC1 et ZIC3, des 
ARN extraits d’un médulloblastome 
(MB) ont été utilisés comme contrôle 
positif. 
B- Les tumeurs primaires 
Afin de compléter l’étude de l’expression des membres de la voie HH dans les cancers 
du côlon, l’expression des transcrits de certains membres a été étudiée dans des tumeurs 
primaires de côlons. Des résections de tumeurs ainsi que les tissus sains correspondants de 8 
patients ont été collectés au CHU de Liège. Les caractéristiques des tumeurs et des patients 
sont reprises dans le tableau 2 (Section matériel et méthodes). La faible quantité d’ARN 
extrait des tissus ne permettant pas d’étudier l’expression de tous les membres de la voie HH, 
nous nous sommes focalisés sur IHH, SHH, PTCH, SMO, HHIP et ZIC2. Les expressions ont 
été caractérisées par RT-PCR. 
Les tissus prélevés chez les patients comportent plusieurs types cellulaires. Dans le 
côlon des mammifères, la voie de signalisation HH fonctionne de façon paracrine. Les ligands 
IHH et SHH sont exprimés dans l’épithélium alors que les autres membres de la voie sont 
exprimés dans les cellules adjacentes (Madison et al., 2005, van den Brink, 2007). La 
cytokératine 8 (CK8) a été utilisée comme marqueur épithélial pour s’assurer de la présence 
de la fine couche d’épithélium qui peut être facilement perdue lors de la manipulation des 
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tissus. Ce marqueur a été choisi car son expression et sa spécificité cellulaire ne sont pas 
altérées dans les cancers du côlon (Ditzel et al., 2002). Dans les cas des patients 3, 4 et 6, 
l’expression de CK8 est très faible dans le tissu sain par rapport à la tumeur. Seul le cas du 
patient 4 est présenté dans la Figure 11. Ce résultat indique qu’il n’y a pas ou peu 
d’épithélium dans les résections provenant de ces patients. A l’inverse, chez le patient 2, 
l’expression de CK8 est diminuée dans la tumeur par rapport au tissu sain, ce qui indique que 
la résection de tumeur extraite de ce patient contient une faible proportion de cellules 
épithéliales. Au microscope il apparaît que ce prélèvement contient un ganglion. Les 
prélèvements des patients 2, 3, 4 et 6 ont été considérés comme étant non informatifs. 
 
Figure 11 Expression des membres de la voie de signalisation HH dans les tumeurs primaires de 
cancers du côlon. 
L’expression des gènes IHH, SHH, PTCH, SMO, HHIP et ZIC2 a été analysée par RT-PCR dans 
les tissus sains (S) et tumeurs (T) de patients atteints de cancers du côlon. L’intensité des bandes a 
été quantifiée à l’aide du programme "Quantity One". Les valeurs indiquées correspondent au 
rapport de l’intensité des bandes dans les tumeurs versus le tissu sain. L’expression de CK8 est 
utilisée comme marqueur épithélial alors que l’ARNr 28S est utilisé comme standard interne. 
Les prélèvements des tissus sains et cancéreux des patients 1, 5, 7 et 8 contiennent des 
niveaux d’expression comparables de CK8 (Fig.11). Une augmentation de l’expression de HH 
est observée dans les tumeurs des patients 5 (IHH) et 7 (SHH) tandis qu’une légère diminution 
d’expression d’IHH est visible chez le patient 7. En ce qui concerne SMO, le patient 8 
présente une surexpression de 2,7 fois dans la tumeur par rapport au tissu sain. L’observation 
la plus marquante est la diminution d’expression de HHIP dans 3 des 4 tumeurs. Par contre, 
l’expression de PTCH est comparable dans les tumeurs et les tissus sains. 
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Enfin, une seule tumeur primaire (patient 1) présente une expression de ZIC2 (Fig.11), 
contrairement aux lignées cellulaires de cancers du côlon où l’expression est systématique 
(Fig.10). Aucune expression de ZIC2 n’est observable dans les tissus sains de patients. 
C- Conclusion 
La voie de signalisation HH est suractivée dans un certain nombre de cancers (Rubin 
and de Sauvage, 2006). Dans les cancers de type I, la suractivation est due à des mutations de 
PTCH, SMO ou encore SUFU tandis que dans les cancers de type II, elle résulte de la 
surproduction de ligand HH. L’expression des membres clés de la voie HH a été caractérisée 
dans 7 lignées cellulaires de cancers du côlon (Tab.1). 
 
Tableau 1 Tableau récapitulant la caractérisation de la voie de signalisation HH dans les lignées 
cellulaires de cancers du côlon. 
Les résultats indiquent que la voie de signalisation HH ne peut pas être activée de 
façon autocrine dans les lignées cellulaires de cancers du côlon. En effet, la protéine HH n’est 
pas présente dans les lignées cellulaires HCT116 et Colo320 tandis que dans les lignées 
Colo205, HT29 et WiDr, SMO n’est pas exprimé alors qu’il est indispensable à la 
transduction du signal. En ce qui concerne SW480, GLI1 n’est pas exprimé. L’absence de 
GLI1 va à l’encontre d’une possible activation de la voie HH dans cette lignée, puisque GLI1 
est le facteur de transcription principal qui active les gènes cibles de la voie. De plus, son 
expression a été montrée comme stimulée lorsque la voie HH est activée. Enfin, la lignée 
Caco-2 présente certaines caractéristiques de cellules dont la voie HH est suractivée avec une 
expression de protéine HH et l’expression des membres PTCH et GLI1 qui sont aussi des 
 47
 Résultats  
gènes cibles de la voie. Cependant, les facteurs de transcription GLI2 et GLI3 ne sont pas 
exprimés et il n’y a pas d’activité GLI dans cette lignée, comme l’indique la transfection des 
vecteurs rapporteurs 3’GLIBS et m3’GLIBS dans ces cellules. L’activité de 3’GLIBS est 
même 10 fois plus faible que l’activité m3’GLIBS dans les cellules Caco-2. Cette observation 
tend à penser qu’il pourrait y avoir une inhibition de la transcription via les sites de fixation à 
GLI dans ces cellules. 
L’analyse d’un large panel de membres de la voie HH montre qu’aucune des lignées 
cellulaires de côlon étudiées n’a le profil d’une lignée où la voie HH est activée de façon 
autocrine comme c’est le cas dans les lignées cellulaires des cancers de type II. Il est difficile 
de dégager un mécanisme d’inactivation de la voie HH commun à toutes les lignées. Le profil 
d’expression des membres de la voie HH diffère d’une lignée à l’autre, semblant indiquer des 
dérégulations de l’expression des gènes. Seule l’expression de ZIC2 dans toutes ces lignées 
constitue un dénominateur commun. ZIC2 inhibe l’activation des facteurs de transcription 
GLI dans la lignée cellulaire humaine 293T. Mais cet effet semble dépendre du type cellulaire 
car dans le cas des cellules C3H10T1/2, l’action de ZIC2 est synergique avec celle de GLI1 
(Mizugishi et al., 2001). 
L’étude réalisée sur les lignées cellulaires a été étendue à 8 tumeurs colorectales 
prélevées sur des patients au CHU de Liège. En utilisant le marqueur épithélial de côlon CK8, 
il a été montré que 4 cas ne pouvaient pas être utilisés pour comparer les expressions dans les 
tumeurs et les tissus sains. Ce résultat met en exergue l’importance de l’utilisation d’un 
marqueur épithélial pour ce type d’études. Parmi les 4 cas restants, le premier constat que l’on 
peut faire est que SHH, IHH, PTCH, SMO et HHIP sont exprimés dans les tissus sains de 
côlon. Ce résultat concorde avec une activation paracrine de la voie HH dans le côlon adulte 
normal telle qu’elle a pu être décrite chez la souris par exemple (Madison et al., 2005). Bien 
que l’expression de HH, HHIP ou SMO varie sensiblement dans certaines tumeurs, 
l’expression de PTCH reste inchangée dans les tumeurs en comparaison des tissus sains. Ce 
résultat est intéressant puisqu’il indique que la voie HH n’est pas suractivée ou inhibée dans 
les tumeurs colorectales étudiées, l’augmentation de l’expression de PTCH étant un indicateur 
de l’activation de la voie HH. Une étude sur un plus grand nombre de tumeurs doit être 
envisagée afin de rendre cette observation significative. 
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II. Effet de la cyclopamine sur les lignées de cancers du côlon 
La cyclopamine a été découverte en 1968 et son effet bloquant de la voie de 
signalisation HH a été montré en 1998 (Cooper et al., 1998, Incardona et al., 1998, Keeler and 
Binns, 1968). Cette inhibition se fait par l’intermédiaire d’une fixation à SMO. Ce mode 
d’action est intéressant car il permet à la cyclopamine de bloquer des activations de la voie 
HH dues, soit à la présence de ligands (cancers de type II), soit à des mutations de PTCH ou 
SMO (cancers de type I). 
Les résultats de la 1ère partie de ce travail indiquent que la voie de signalisation HH 
n’est pas activée dans les lignées cellulaires de cancers du côlon. Le profil d’expression des 
membres de la voie HH n’est effectivement pas en adéquation avec une activation autocrine 
de la voie HH dans ces cellules. Cependant, il n’est pas exclu que des mutations puissent être 
à l’origine de suractivation de la voie HH dans certaines cellules. Par exemple, dans la lignée 
HCT116, alors qu’il n’y a pas d’expression des ligands HH, les autres membres de la voie 
sont exprimés. Dans cette lignée, on ne peut donc pas exclure une suractivation de la voie HH 
indépendante du ligand par mutations de PTCH ou SMO. La cyclopamine a donc été utilisée 
sur les lignées de cancers du côlon afin de vérifier que la voie HH n’est pas suractivée dans 
les lignées, soit par surexpression de ligand, soit par mutation de PTCH ou SMO. 
A- Les cellules contrôles PANC1 
La lignée cellulaire PANC1 a été utilisée comme contrôle positif pour le traitement des 
cellules à la cyclopamine. Dans ces cellules dérivées d’un adénocarcinome du pancréas, la 
voie de signalisation HH est suractivée par un mécanisme dépendant du ligand (Berman et al., 
2003). 
L’expression des différents membres de la voie HH a d’abord été mise en évidence par 
RT-PCR dans la lignée PANC1 (Fig.12A). Les membres clés de la voie, qui incluent SHH, 
PTCH, SMO et les facteurs de transcription GLI1 et GLI2, sont exprimés dans ces cellules. En 
revanche, GLI3 et IHH n’y sont pas exprimés. Ce profil d’expression des membres de la voie 
HH est en accord avec la littérature et concorde avec une suractivation de la voie. 
Afin de montrer l’inhibition de la voie HH par la cyclopamine dans les cellules 
PANC1, l’expression des gènes cibles PTCH et GLI1 a été évaluée par RT-PCR. Comme 
condition contrôle, les cellules ont été traitées avec du DMSO, solvant de la cyclopamine, ou 
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à la tomatidine, un alcaloïde ayant une structure proche de celle de la cyclopamine mais 
incapable d’inhiber le signal HH (Cooper et al., 1998). Les résultats sont présentés dans la 
figure 12B et les quantifications du signal dans les figures 13A et B. Par comparaison aux 
contrôles DMSO ou tomatidine, la cyclopamine inhibe l’expression de PTCH et GLI1 
d’environ 50% et 90% respectivement, indiquant que la voie HH est bien activée dans la 
lignée PANC1. 
 
Figure 12 Effet de la cyclopamine sur l’expression des gènes cibles PTCH et GLI1 de la voie HH 
dans la lignée cellulaire PANC1. 
(A) L’expression des membres de la voie HH a été caractérisée par RT-PCR dans la lignée 
PANC1. (B) Les cellules PANC1 ont été traitées soit avec du DMSO (-), 10µM de tomatidine 
(Tom) ou 10µM de cyclopamine (Cyc) pendant 48h. Les expressions de PTCH et GLI1 ont ensuite 
été analysées par RT-PCR. La cyclophiline a été utilisée comme standard interne. 
B- Les lignées de cancers du côlon 
Les lignées cellulaires de cancers du côlon ont également été traitées à la cyclopamine, 
à la tomatidine ou au DMSO et l’expression de PTCH et de GLI1 (à l’exception de GLI1 dans 
les SW480 où ce gène n’est pas exprimé) a été estimée par RT-PCR (Fig.13A et B). Aucune 
inhibition de l’expression de PTCH et GLI1 n’est visible en réponse à un traitement à la 
cyclopamine par comparaison aux traitements au DMSO ou à la tomatidine. Une légère 
diminution de l’expression de PTCH et GLI1 est observée dans la lignée HCT116 mais elle 
n’est pas significative. De  plus, cette diminution est également visible avec le traitement à la 
tomatidine. De façon assez surprenante, un traitement des cellules Colo320 avec la tomatidine 
entraîne une augmentation d’expression de GLI1 de 400%, mais aucune modification 
d’expression de PTCH n’est observée. 
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Le gène HHIP est aussi considéré comme un gène cible de la voie HH (Chuang and 
McMahon, 1999). L’expression de HHIP a également été analysée par RT-PCR dans les 
lignées PANC1, Colo320 et SW480 (Fig.13C). Le traitement des cellules à la cyclopamine 
n’entraîne pas d’inhibition de l’expression de HHIP que ce soit dans les lignées cellulaires de 
côlons ou, de façon plus surprenante, dans la lignée cellulaire de pancréas. 
 
Figure 13 Effet de la cyclopamine sur l’expression des gènes cibles PTCH, GLI1 et HHIP de la 
voie HH dans les lignées cellulaires de cancers du côlon. 
Les cellules ont été traitées soit avec du DMSO, 10µM de tomatidine (Tom) ou 10µM de 
cyclopamine (Cyc) pendant 48H. Les expressions de PTCH (A) et GLI1 (B) ont ensuite été 
analysées par RT-PCR. L’intensité des bandes a été quantifiée à l’aide du programme "Quantity 
One". Les résultats ont été corrigés avec la Cyclophiline et représentent la moyenne de 3 
expériences indépendantes +/- SE. (C) Après traitement des cellules PANC1, Colo320 et SW480, 
l’ex ression de HHIPp  a été analysée par RT-PCR.
Le traitement à la cyclopamine ne modulant pas l’expression de PTCH et de GLI1, 
cela confirme que la voie de signalisation HH n’est pas activée dans les lignées cellulaires de 
cancers du côlon. 
C- Test de survie cellulaire 
Dans les cancers du pancréas où la voie HH est activée, la cyclopamine inhibe la 
prolifération des cellules et stimule l’apoptose (Thayer et al., 2003). Cet effet a également été 
observé dans d’autres types de cancers, tels que les cancers du poumon à petites cellules, les 
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cancers du foie et les cancers de l’estomac (Huang et al., 2006, Ma et al., 2005, Watkins et 
al., 2003). Nous avons donc cherché à savoir si les lignées cellulaires de cancers du côlon sont 
sensibles ou non aux effets anti-prolifératif et pro-apoptotique de la cyclopamine. 
Les cellules contrôles PANC1 ainsi que les cellules de cancers du côlon ont été traitées 
à la cyclopamine, à la tomatidine et au DMSO puis la viabilité cellulaire a été évaluée par un 
test MTT après 48h de traitement (Fig.14). 
 
Figure 14 Viabilité cellulaire des lignées de cancers du côlon traitées à la cyclopamine. 
La viabilité cellulaire a été évaluée avec un test MTT après traitement des cellules avec du DMSO, 
10µM de tomatidine ou 10µM de cyclopamine pendant 48h. Les résultats représentent la moyenne 
de 3 expériences +/- SD. 
Dans la lignée PANC1, la viabilité cellulaire est réduite de moitié suite au traitement à 
la cyclopamine par comparaison aux conditions contrôles DMSO ou tomatidine. Cette 
réduction a déjà été décrite et a été directement liée à l’inhibition de la voie HH (Berman et 
al., 2003). Pour les lignées de cancers du côlon, 3 d’entre elles exprimant SMO (SMO+), 
HCT116, SW480 et Caco-2 ainsi que 2 autres n’exprimant pas SMO (SMO-), HT29 et WiDr 
ont été testées. La cyclopamine réduit la viabilité cellulaire des lignées SMO+ alors que les 
résultats précédents ont montré que la voie HH n’y était pas inhibée au regard de l’expression 
de PTCH et de GLI1 (Fig13A et B). Cependant, la cyclopamine ainsi que la tomatidine 
inhibent également la viabilité cellulaire des lignées SMO-, HT29 et WiDr. 
La cyclopamine a un effet toxique sur les lignées cellulaires de cancers du côlon mais 
cet effet est indépendant de SMO et de la voie HH. 
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D- Conclusion 
Les résultats de la première partie semblent indiquer que la voie de signalisation HH 
n’est pas activée dans les lignées cellulaires de cancers du côlon. Afin d’en obtenir la 
confirmation, les lignées ont été traitées à la cyclopamine. Cette dernière est capable de 
bloquer la voie HH quand celle-ci est activée par le ligand ou par mutation de PTCH ou SMO. 
Les résultats montrent que, dans les lignées cellulaires de côlon, l’expression de PTCH et de 
GLI1 n’est pas inhibée par la cyclopamine, contrairement à la lignée cellulaire PANC1 où la 
voie HH est activée et qui est sensible à la cyclopamine. Ce résultat confirme donc que la voie 
de signalisation HH n’est pas activée dans les lignées cellulaires de cancers du côlon. 
De façon surprenante, la cyclopamine a un effet toxique sur les lignées cellulaires de 
côlon. Cet effet est observé dans toutes les lignées testées, qu’elles expriment ou non SMO. 
Dans le cas des cellules HT29 et WiDr (SMO-), la cyclopamine peut donc affecter la survie 
cellulaire indépendamment de la présence de SMO. Dans le cas des cellules SMO+ (HCT116, 
SW480 et Caco-2), il est également probable que l’effet toxique de la cyclopamine soit 
indépendant d’une altération de la voie HH. De tels effets ont déjà été décrits dans d’autres 
lignées cellulaires. La tomatidine inhibe, par exemple, la croissance de la lignée cellulaire 
SIIA et la cyclopamine inhibe celle de la lignée de cancer du pancréas ASPC-1 qui n’exprime 
pas SMO (Kayed et al., 2004, Ma et al., 2005). Afin d’éviter toute toxicité de la cyclopamine 
qui ne soit pas liée à l’inhibition de la voie HH, de plus faibles concentrations devraient être 
testées. Il a, par exemple, été montré que la cyclopamine pouvait inhiber l’induction de 
l’expression de PTCH par SHH dans les cellules MEF à une concentration de 1µM (Lipinski 
et al., 2007). Cependant, l’utilisation d’autres inhibiteurs de la voie HH reste la meilleure 
alternative pour éviter les problèmes de toxicité non spécifiques de ces alcaloïdes. 
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III. Effet de la surexpression de GLI1 dans la lignée de cancer de 
côlon HCT116 
Les résultats décrits dans les deux premières parties de ce travail indiquent que la voie 
de signalisation HH n’est pas activée dans les lignées cellulaires de cancers du côlon. Les 
cancers du côlon semblent donc différents des autres cancers du tractus gastro-intestinal où la 
voie de signalisation HH est suractivée comme dans les cancers de l’œsophage, du pancréas 
ou encore de l’estomac (Berman et al., 2003). L’absence d’activation de la voie HH dans les 
cancers du côlon concorde avec la fonction de cette voie dans le côlon. Que ce soit chez 
l’embryon ou chez l’adulte, la voie de signalisation HH est associée à la différenciation des 
tissus qui composent le côlon (Ramalho-Santos et al., 2000, van den Brink et al., 2004).  
Afin de comprendre les conséquences que pourrait avoir l’activation de la voie HH 
dans des cellules de côlon, la voie a été activée dans les cellules HCT116 en y transfectant 
stablement un vecteur d’expression du facteur de transcription GLI1. Cette approche a été 
choisie car GLI1 est le facteur de transcription capable d’activer l’expression de l’ensemble 
des gènes cibles de la voie HH. Son potentiel activateur est plus important que celui de GLI2. 
Sa surexpression mime une activation de la voie HH sans nécessiter de ligand ou une voie de 
signalisation HH fonctionnelle. 
A- Gènes cibles de GLI1 dans la lignée HCT116 
1- Génération de lignées exprimant stablement GLI1 
Le plasmide pCDNA3.1-GLI1, comportant l’ADNc GLI1 sous le contrôle d’un 
promoteur SV40, a été transfecté dans les cellules HCT116. En parallèle, les cellules 
contrôles ont été transfectées par le vecteur vide pCDNA3.1. Après sélection au G418, les 
colonies de cellules ont été prélevées et ont été mises en culture individuellement. 
L’expression de GLI1 a été analysée par Western Blot. Sur 72 clones testés, seulement deux 
d’entre eux montrent une expression de GLI1, II53 et II57 (Fig.15A). Afin de confirmer 
l’activité du facteur de transcription GLI1 dans ces cellules, les vecteurs 3’GLIBS (sites de 
fixation GLI) et m3’GLIBS (sites de fixation GLI mutés) ont été utilisés (Fig.7A). Le rapport 
entre les activités induites par ces vecteurs indique l’activité de GLI1. Comme le montre la 
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figure 15B, dans les lignées contrôles I1 et I2, le rapport 3’GLIBS/m3’GLIBS est inférieur à 1 
comme cela a déjà été observé dans la lignée HCT116 parentale (Fig.7). En revanche, dans les 
lignées stables II53 et II57, ce rapport augmente de, respectivement, 3 et 1,5 fois par 
comparaison au rapport des lignées contrôles I1 et I2. Par contre, seul le clone II53 présente 
un rapport supérieur à 1, c'est-à-dire où l’activité du vecteur 3’GLIBS est supérieure au 
vecteur possédant les sites de fixation GLI mutés (m3’GLIBS). Afin de confirmer que GLI1 
active ses gènes cibles, l’expression de PTCH endogène a été analysée par RT-PCR 
(Fig.15A). L’expression de PTCH est effectivement augmentée dans la lignée II53 par rapport 
aux cellules I1 et I2, mais pas dans la lignée II57. 
 
Figure 15 Lignées cellulaires HCT116 II53 
et II57 surexprimant stablement GLI1. 
(A) Expression de GLI1 (WB : Western Blot) 
et PTCH (RT-PCR) dans les lignées 
transformées par pCDNA3.1 (I1, I2) et 
pCDNA3.1-GLI1 (II53, II57). KU70 et 
cyclophiline sont utilisés comme standard 
interne. (B) Rapport entre les activités 
luciférase des vecteurs rapporteurs 3’GLIBS 
et m3’GLIBS. Une seule expérience a été 
réalisée. 
Les résultats montrent que la lignée II53 exprime stablement GLI1 et le facteur de 
transcription y est fonctionnel tandis que dans la lignée II57, l’expression de GLI1 est plus 
faible et la quantité et/ou l’activité du facteur de transcription ne permettent pas d’activer 
l’expression de PTCH et donc des gènes cibles de la voie HH. 
2- BMP4 : gène cible de GLI1 dans les cellules HCT116 
Afin de déterminer les gènes cibles de GLI1 dans les cellules de côlon HCT116, un 
microarray a été réalisé. Pour ce faire, les lignées stables I2 et II53 ont été choisies, la 
stratégie étant de confirmer a posteriori dans d’autres lignées stables l’expression de gènes 
potentiellement intéressants. Le microarray a été réalisé grâce à la plateforme Affymetrix du 
GIGA (Université de Liège). Les gènes différemment exprimés 2 fois ou plus ont ainsi pu être 
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mis en évidence dans la lignée II53 par rapport à la lignée I2. Après normalisation, 92 gènes 
dont l’expression est stimulée et 394 gènes sous-exprimés dans la lignée II53 par rapport à la 
lignée I2 ont pu être identifiés (Annexe 2). 
Ne disposant que d’une seule lignée surexprimant stablement GLI1, de nouvelles 
lignées ont été générées par transfection stable du vecteur pCDNA3.1-GLI1. Après sélection, 
4 nouvelles lignées montrent une expression de GLI1 par Western Blot (Fig.16A). Comme 
pour les lignées II53 et II57, l’activité GLIBS a été testée ainsi que l’expression du gène cible 
PTCH (Fig.16A). Les nouvelles lignées stables GLI1 I, VII, IX et X présentent des niveaux 
d’expression de GLI1 proches, tant au niveau protéique que du transcrit (Fig.16A). Le rapport 
de l’activité luciférase 3’GLIBS/m3’GLIBS est particulièrement élevé, atteignant un 
maximum de 7 pour les lignées I et X (Fig.16B). Dans ces lignées I et X, l’expression de 
PTCH est stimulée. En revanche, l’expression de PTCH n’est pas ou peu stimulée dans les 
lignées VII et IX par comparaison aux lignées contrôles I1 et I2 (Fig.16A). Bien que l’activité 
GLI soit importante dans ces lignées au vu du rapport 3’GLIBS/m3’BLIBS, GLI1 n’y active 
pas l’expression de PTCH. Les lignées I et X ont donc été sélectionnées pour confirmer 
l’expression des gènes cibles identifiés avec le stable II53 grâce au microarray. 
 
Figure 16 Lignées cellulaires HCT116 I, 
VII, IX et X surexprimant stablement 
GLI1. 
(A) Expression de GLI1 (WB : Western 
Blot et RT-PCR) et PTCH (RT-PCR) dans 
les lignées transformées par pCDNA3.1 
(I1, I2) et pCDNA3.1-GLI1 (I, VII, IX et 
X)). KU70 et cyclophiline sont utilisés
comme standard interne. (B) Rapport entre 
les activités luciférase des vecteurs 
rapporteurs 3’GLIBS et m3’GLIBS. Une 
seule expérience a été réalisée. 
 L’expression de certains gènes identifiés à l’aide du microarray a été vérifiée par 
RT-PCR dans la lignée HCT116 parentale ainsi que dans les lignées stables contrôles I2, I8, 
I10 et les lignées I, X, II53 et II57 surexprimant GLI1. Les RT-PCR montrent que 
l’expression de BMP4 et d’ID3 est stimulée dans toutes les lignées stables GLI1, à l’exception 
de la lignée II57, par comparaison aux lignées contrôles (Fig.17). Ce résultat, pour la lignée 
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II57, était attendu dans la mesure où l’expression de PTCH n’est pas stimulée dans cette 
lignée (Fig.15A). Il a été établi que BMP4 est un gène cible de la voie HH au cours du 
développement du côlon (Sukegawa et al., 2000). Il a également été montré que GLI1 pouvait 
stimuler l’activité du promoteur BMP4 dans les cellules COS-7 (Kawai and Sugiura, 2001). 
Le gène ID3 est connu pour être un gène cible de la voie BMP4 tout comme GATA2 
(Hollnagel et al., 1999, Maeno et al., 1996). GATA2 ne se trouve pas dans la liste des gènes 
du microarray car les gènes qui présentaient une intensité de signal proche du bruit de fond 
ont été supprimés pour générer une liste de gènes réduite. L’expression de GATA2 a été 
analysée par RT-PCR (Fig.17). Elle est, tout comme BMP4 et ID3, stimulée dans les lignées 
stables GLI1 par comparaison aux lignées contrôles. 
 
Figure 17 Stimulation de l’expression de BMP4, GATA2 et ID3 dans les lignées HCT116 
surexprimant stablement GLI1. 
L’expression des gènes BMP4, GATA2 et ID3 a été déterminée par RT-PCR dans les lignées 
HCT116 parentale, stables pCDNA3.1 (I1, I8, I10) et pCDNA3.1-GLI1 (I, X, II53 et II57). 
Cyclophiline et 28S ont été utilisés comme standard interne. 
GLI1 est donc capable de stimuler l’expression de la BMP4 dans la lignée colorectale 
HCT116. Le fait que les expressions d’ID3 et de GATA2, gènes cibles de BMP4, soient 
également stimulées, semble indiquer que la surexpression de BMP4 s’accompagne d’une 
activation de la voie BMP. 
B- Activité phosphatase alcaline 
En 2004, van den Brink et al. ont montré que la voie HH, par l’intermédiaire d’IHH, 
était impliquée dans la différenciation des cellules HT29 induite par le butyrate de sodium 
(van den Brink et al., 2004). Il était donc intéressant de voir si dans les cellules HCT116 
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surexprimant GLI1, la différenciation des cellules était modifiée, HCT116 étant une lignée 
cellulaire connue pour être très peu différenciée (Chantret et al., 1988). Dans le côlon adulte, 
l’expression et l’activité de la phosphatase alcaline sont localisées au niveau du sommet des 
cryptes (Hodin et al., 1995). La phosphatase alcaline est couramment utilisée comme 
marqueur de différenciation du côlon. 
L’activité phosphatase alcaline a été analysée dans les lignées stables HCT116 
surexprimant GLI1 par la technique du BlueBB-Naphtol. La lignée MS-5, cellules stromales 
de moelle osseuse, a été utilisée comme contrôle positif pour le test d’activité phosphatase 
alcaline. Sur la figure 18, le marquage bleu révélant une activité phosphatase alcaline est 
visible de façon homogène sur toutes les cellules avec des intensités variables. 
 
Figure 18 Activité phosphatase alcaline dans les lignées MS-5 et HCT116-II53. 
L’activité phosphatase alcaline a été déterminée par la méthode BlueBB-Naphtol. Les cellules ont 
été observées au microscope au grossissement 200X (MS-5) et 500X (HCT116-II53). 
Contrairement à la lignée contrôle, le marquage bleu dans la lignée HCT116 est 
hétérogène (Fig.18). Les cellules positives à la phosphatase alcaline sont minoritaires mais le 
marquage bleu est particulièrement intense sur certaines cellules. Dans les lignées parentale 
ou contrôles I2, I8 et I10, il est possible de voir des cellules positives isolées au milieu de 
cellules négatives (Fig19). Il en est de même dans les lignées stables GLI1 I, X et II53 mais le 
nombre de cellules positives est visuellement beaucoup plus important. Afin de transcrire 
numériquement l’activité phosphatase alcaline observée par la méthode du BlueBB-Naphtol, 
les résultats ont été exprimés en nombre de cellules positives par champ (grossissement 200X 
au microscope) (Fig.20). Il apparaît que le nombre de cellules positives pour la phosphatase 
alcaline est significativement plus important dans les lignées HCT116 transfectées stablement 
par GLI1, I, X et II53 par comparaison aux cellules contrôles HCT116 parentale ou I2, I8 et 
I10. La lignée II57 a une activité phosphatase alcaline comparable aux lignées contrôles. 
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Il y a donc une très bonne corrélation entre la surexpression de GLI1 et l’activité 
phosphatase alcaline, indiquant un lien entre la voie de signalisation HH et la différenciation 
des cellules du côlon. 
 
Figure 20 Représentation graphique de l’activité phosphatase alcaline dans les lignées HCT116 
surexprimant stablement GLI1. 
Les cellules positives (activité phosphatase alcaline) ont été comptabilisées au microscope 
(grossissement 200X) dans 20 champs aléatoires différents. Les résultats sont présentés sous 
forme de boîtes à moustaches (Box Plot). La boîte est délimitée par les premier et troisième 
quartiles. Les tirets supérieurs et inférieurs indiquent les valeurs maximales et minimales 
respectivement. La barre centrale et le signe + indiquent respectivement la médiane et la moyenne 
des valeurs. 
Figure 19 Activité phosphatase alcaline dans les lignées HCT116 surexprimant stablement GLI1. 
L’activité phosphatase alcaline a été déterminée par la méthode BlueBB-Naphtol dans la lignée 
HCT116 parentale ainsi que dans les lignées transfectées stablement par pCDNA3.1 (I2, I8, I10) 
ou par pCDNA3.1-GLI1 (I, X, II53, II57). Les images présentées ont été observées au microscope 
au grossissement 50X. 
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C- Conclusion 
Ces dernières années, il a été montré que la voie de signalisation HH était activée de 
façon autocrine dans de nombreux cancers dont les cancers du tractus gastro-intestinal 
(Berman et al., 2003). Cependant, les résultats que nous avons obtenus indiquent qu’il n’en 
est pas de même pour les cancers du côlon. Dans le côlon, que ce soit chez l’embryon ou chez 
l’adulte, la voie de signalisation HH est associée à la différenciation cellulaire. C’est 
notamment le cas d’IHH qui est exprimé dans les cellules différenciées du côlon adulte 
situées au sommet des cryptes (van den Brink et al., 2004). 
La voie HH a été activée dans les cellules de cancers du côlon HCT116 par 
transfection stable du facteur de transcription GLI1. Plusieurs lignées stables ont pu être 
isolées. Parmi celles-ci, deux lignées (VII, IX), bien que surexprimant GLI1, ne présentent 
pas d’augmentation d’expression du gène cible PTCH. Il semblerait que dans ces lignées, un 
mécanisme empêche GLI1 d’activer ses gènes cibles. Quant aux autres lignées (II53, I, X), 
GLI1 y est exprimé et est capable d’activer PTCH. La surexpression de GLI1 s’accompagne 
d’une augmentation de l’activité phosphatase alcaline, un marqueur de différenciation des 
colonocytes. L’activation de la voie HH dans des cellules de cancers du côlon est donc 
associée à la différenciation à l’instar des cellules de côlon normal. Cependant, cette activité 
est limitée à un nombre restreint de cellules, indiquant que seulement peu de cellules sont 
différenciées. Il serait intéressant de savoir si toutes les cellules des lignées stables expriment 
correctement GLI1 ou si l’expression de GLI1 est restreinte à une sous-population de cellules. 
Un microarray a permis d’identifier la BMP4 comme un gène cible majeur de la voie 
HH dans les cellules du côlon. Il a déjà été montré que la voie HH contrôlait l’expression de 
BMP4 dans les cellules adjacentes à l’épithélium intestinal chez le poulet et le xénope 
(Ishizuya-Oka et al., 2006, Roberts et al., 1995). De plus, 2 gènes cibles de la voie BMP4, 
GATA2 et ID3, sont surexprimés dans les lignées stables GLI1 suggérant que la voie BMP 
puisse être activée suite à la surexpression du ligand BMP4. Afin de déterminer si 
l’expression de GATA2 et ID3 est dépendante de la BMP4, il serait intéressant d’utiliser un 
inhibiteur de la voie BMP comme la noggine par exemple. L’activation de la voie BMP est 
une caractéristique des entérocytes différenciés dans le côlon adulte (Hardwick et al., 2004). 
L’activation de la voie BMP, tout comme la stimulation de l’activité phosphatase alcaline, par 
GLI1 dans les cellules HCT116 plaide en faveur d’une implication de la voie HH dans la 
différenciation des cellules du côlon. 
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Discussion et perspectives 
 
La voie de signalisation HH est impliquée essentiellement dans le développement 
embryonnaire mais continue de jouer un rôle chez l’adulte en participant aux mécanismes de 
réparation (poumons), au maintien de cellules souches (sein) ou encore à l’homéostasie 
tissulaire (côlon). Ces dernières années, cette voie de signalisation a également été impliquée 
dans le développement des cancers. Le but de ce travail était donc de savoir si la voie de 
signalisation HH était impliquée dans les cancers du côlon. 
 
La voie HH n’est pas activée de façon autocrine dans les cancers du côlon 
 
Dans le côlon adulte, la voie de signalisation HH fonctionne de façon paracrine, les 
ligands produits par les cellules épithéliales activant l’expression des gènes cibles dans les 
cellules adjacentes à l’épithélium. Dans les cancers, à l’inverse, ce sont principalement des 
activations autocrines de la voie HH qui ont été décrites. Les cancers où la voie de 
signalisation HH est activée de façon constitutive se divisent en 2 groupes selon que 
l’activation est dépendante (type II) ou non (type I) du ligand. Les cancers de type I présentent 
principalement des mutations de PTCH, SMO ou SUFU. Deux études rapportent avoir 
recherché des mutations de PTCH et SMO dans des cellules cancéreuses de côlon mais le 
résultat fut négatif (Guleng et al., 2006, Xie et al., 1997). Jusqu’à maintenant, aucune 
mutation de membres de la voie HH n’a été mise en évidence dans les cancers du côlon. 
L’hypothèse d’une activation de la voie HH dépendante du ligand (cancers de type II) a été 
proposée mais est sujette à controverse. Malgré la présence de ligand HH, deux observations 
indiquent que la voie HH n’est pas activée de façon autocrine dans les lignées cellulaires de 
cancers du côlon que nous avons étudiées. Tout d’abord, un membre essentiel de la voie HH 
est systématiquement absent quelle que soit la lignée. L’absence de SMO, de HH ou encore 
de PTCH est incompatible avec une possible activation de la voie HH. Ensuite, dans toutes les 
lignées, l’expression des gènes cibles de la voie HH, GLI1 et PTCH, n’est pas inhibée par la 
cyclopamine, inhibiteur de la voie HH. 
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La première étude qui s’est intéressée à la voie HH dans les cancers du côlon a 
également conclu à son inactivité sur base de l’absence d’expression de PTCH dans les 
lignées cellulaires ainsi que l’insensibilité de ces mêmes lignées à la cyclopamine (Berman et 
al., 2003). Ce résultat est cependant surprenant dans la mesure où plusieurs équipes, y 
compris la nôtre, ont ensuite mis en évidence l’expression de PTCH dans les lignées 
cellulaires de cancers du côlon (Chatel et al., 2007, Qualtrough et al., 2004, Wang et al., 
2002, Zhu et al., 2004). 
Par contre, 2 équipes concluent à une activation autocrine de la voie HH. L’une s’est 
basée sur l’analyse par immunohistochimie de l’expression de SHH, PTCH et SMO dans les 
cellules tumorales du côlon par rapport aux tissus sains (Oniscu et al., 2004). Le nombre de 
cas examinés est cependant limité. De plus, l’anticorps anti-SHH n’est probablement pas 
spécifique de SHH et reconnaît IHH puisqu’il est dirigé contre la partie N-terminale de SHH 
(van den Brink and Peppelenbosch, 2006). De manière générale, les anticorps disponibles sur 
le marché, notamment ceux fournis par Santa Cruz Biotechnology, doivent être utilisés avec 
précaution. Plusieurs études ont, en effet, rapporté des résultats contradictoires avec ces 
anticorps (van den Brink, 2007). L’indisponibilité de bons anticorps constitue, pour l’instant, 
un frein à l’étude de la voie HH dans les tumeurs primaires. 
Une seconde équipe a conclu à l’activation autocrine de la voie HH en se basant cette 
fois sur la capacité de la cyclopamine à induire l’apoptose dans les lignées cellulaires de 
cancers du côlon (Qualtrough et al., 2004). On peut regretter cependant que cette étude n’ait 
pas corrélé leurs résultats avec une diminution d’expression de PTCH. Ceci est d’autant plus 
vrai que la cyclopamine diminue la viabilité des lignées cellulaires de cancers du côlon que 
nous avons étudiées. 
Les résultats obtenus au cours de notre étude suggèrent que la cyclopamine a un effet 
toxique indépendant de son action sur la voie HH. Cette conclusion se base surtout sur le fait 
que la cyclopamine réduit la viabilité de lignées cellulaires telles que HT29 ou WiDr où 
SMO, la cible de la drogue, n’est pas exprimée. Cette observation n’est pas une exception 
puisque la viabilité des lignées cellulaires de cancers du pancréas, ASPC-1 et BxPc-3 ou du 
sein, MCF7, SKBR3 et MDA231, qui n’expriment pas SMO, est également inhibée par la 
cyclopamine (Kayed et al., 2004, Zhang et al., 2008). La concentration de cyclopamine 
utilisée dans l’immense majorité des études est de 10µM. Il conviendrait d’utiliser cet 
inhibiteur à une concentration plus faible. Récemment, il a été montré qu’à une concentration 
de 1µM, la cyclopamine inhibait totalement la voie HH (Lipinski et al., 2007). 
L’identification récente de nouveaux inhibiteurs devrait aussi améliorer l’étude de la voie de 
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signalisation HH. Les inhibiteurs GANT58 et GANT61, agissant sur GLI1 en aval de SMO, 
sont notamment très prometteurs (Lauth et al., 2007). Dans la mesure où la cyclopamine ne 
permet pas de bloquer la voie HH lorsqu’elle est activée par des dérégulations en aval de 
SMO, comme des mutations de SUFU par exemple, ces inhibiteurs ou l’utilisation de siRNA 
dirigés contre GLI1 pourraient permettre de se prononcer plus catégoriquement sur 
l’activation autocrine ou non de la voie HH dans les cancers du côlon. 
 
Rôle de la voie HH dans les cellules de côlon 
 
La voie de signalisation HH est principalement associée à la différenciation de 
l’intestin. Elle intervient dans l’organisation radiale des différentes couches cellulaires des 
intestins au cours de l’embryogenèse, notamment en régulant l’expression de la BMP4, ainsi 
que dans la différenciation des entérocytes (Madison et al., 2005, Sukegawa et al., 2000). Nos 
résultats indiquent que la voie HH pourrait aussi induire la différenciation des cellules de 
cancers du côlon. Nous avons mis en évidence l’induction de l’expression du gène BMP4 
dans les cellules HCT116 où la voie HH a été activée constitutivement par surexpression de 
GLI1 à partir d’un vecteur d’expression. L’activation de la voie HH induit également 
l’expression des gènes cibles de la voie BMP4, ID3 et GATA2. La surexpression de BMP4 en 
réponse à GLI1 s’accompagne donc d’une activation de la voie BMP ce qui est en accord 
avec le fait que la voie BMP est fonctionnelle dans la lignée HCT116 (Beck et al., 2006). Les 
BMP peuvent agir soit comme suppresseurs soit comme promoteurs de la tumorigenèse du 
côlon. En effet, la BMP2 inhibe la croissance des cellules HCT116 (Beck et al., 2006, 
Hardwick et al., 2004). A l’inverse, BMP4 n’a aucun effet sur la prolifération mais stimule le 
potentiel invasif de ces cellules par un mécanisme indépendant de SMAD4 et donc de la voie 
BMP classique (Deng et al., 2007, Deng et al., 2009). 
Nous avons montré que la surexpression de GLI1 est également corrélée avec 
l’augmentation de l’activité phosphatase alcaline dans les cellules HCT116. La phosphatase 
alcaline est un marqueur de différenciation des entérocytes. Il résulte de cette observation que 
l’activation de la voie HH dans les cellules HCT116 a des effets semblables à ceux de la voie 
HH dans le côlon adulte. Il existe deux modèles de différenciation de lignées cellulaires de 
côlon : le traitement de la lignée HT29 au butyrate de sodium ainsi que la mise en culture 
prolongée de la lignée Caco-2 (Augeron and Laboisse, 1984, Grasset et al., 1985, Wice et al., 
1985). Dans les 2 cas, les cellules finissent par se polariser, par exprimer les marqueurs de 
différenciation des entérocytes et elles cessent de proliférer. Il est intéressant de constater que 
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la différenciation, dans ces 2 modèles, est accompagnée d’une surexpression d’IHH (Saaf et 
al., 2007, van den Brink et al., 2004). Plusieurs membres de la voie HH sont même 
surexprimés comme PTCH, SMO, GLI3 et DISP1 dans les cellules Caco-2. En outre, la 
cyclopamine est capable d’inhiber l’expression des marqueurs de  différenciation des cellules 
HT29 traitées au butyrate de sodium. Ce dernier résultat est surprenant car SMO n’est pas 
exprimé dans les cellules HT29 disponibles au laboratoire. Il aurait été intéressant de voir si le 
butyrate de sodium induisait l’expression de SMO dans les HT29. L’activation de la voie de 
signalisation HH dans les cellules tumorales du côlon est donc associée à la différenciation 
des cellules, ce qui ne plaide pas en faveur d’une implication de la voie dans les cancers du 
côlon.  
La voie de signalisation HH, au même titre que la voie TGF-β, est caractéristique des 
cellules différenciées tandis que la voie WNT est active dans les cellules prolifératives. Ce 
sont l’interaction et l’équilibre entre ces voies qui déterminent la structure du côlon adulte et 
probablement aussi, du développement des cancers du côlon. Parmi les gènes réprimés par la 
surexpression de GLI1 dans la lignée HCT116 et identifiés par le microarray se trouve 
TCF7/L2 qui code pour la protéine TCF4, co-facteur transcriptionnel clé de la voie WNT 
(Annexe 2). Cet effet est probablement indirect dans la mesure où GLI1 est un facteur de 
transcription uniquement activateur. L’équipe du Dr M. Katano a pu montrer que la 
surexpression de GLI1 dans les lignées HCT116 et SW480 entraîne une inhibition de 
l’activité de la voie WNT (Akiyoshi et al., 2006). L’inhibition de TCF4 pourrait être le 
mécanisme de cette inhibition. Dans les cellules HT29 traitées au butyrate de sodium, une 
diminution de l’expression du TCF4 nucléaire a également été mise en évidence. Ce n’est pas 
la première fois que des interactions croisées entre les voies HH et WNT sont décrites 
puisqu’il a été établi que SUFU, par exemple, interagissait avec la β-caténine ou que SFRP1, 
inhibiteur de la voie WNT, était un gène cible de la voie HH (Katoh and Katoh, 2006, Meng 
et al., 2001). La voie HH, à l’instar de la voie TGF-β/BMP, agit donc négativement sur la 
voie WNT dans le côlon. En accord avec toutes ces observations, il a été montré récemment 
que l’activation de la voie HH par inactivation de PTCH dans les intestins de souris adultes 
conduisait à une inhibition de la voie WNT et à une activation de la voie BMP (van Dop et 
al., 2009). 
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Les ligands HH et activation paracrine de la voie HH dans le côlon 
 
Dans le côlon adulte, les ligands SHH et IHH sont exprimés dans les cellules 
épithéliales (van den Brink, 2007). Notre étude de l’expression du ligand dans des tumeurs 
primaires confirme l’expression d’origine épithéliale de SHH et d’IHH. En effet, dans les 
tissus sains des patients dont le marqueur épithélial (CK8) est absent, il n’y a pas ou peu 
d’expression d’IHH et de SHH. Chez les patients où cela était possible, l’expression des 
ligands a été comparée dans le tissu sain et la tumeur. Chez le patient 7, une surexpression de 
SHH a pu être observée. En étudiant un panel plus large de tumeurs, 2 autres équipes ont 
observé des surexpressions de SHH dans des adénocarcinomes colorectaux (Douard et al., 
2006, Monzo et al., 2006). Cependant, l’augmentation d’expression de SHH n’a pas été 
corrélée à une éventuelle augmentation d’expression de PTCH, gène cible de la voie HH. En 
ce qui concerne le patient 7 de notre étude, la surexpression de SHH n’est pas assortie d’une 
augmentation d’expression de PTCH. Dès lors, la surexpression ne s’accompagne pas d’une 
suractivation de la voie HH dans les cellules tumorales. 
Les niveaux et le profil des ligands HH exprimés dans les lignées cellulaires de 
cancers du côlon varient énormément. Les lignées exprimant les plus grandes quantités de 
protéine HH sont celles où le transcrit IHH a été détecté, ce qui laisse penser qu’IHH est le 
ligand que l’on retrouve en plus grande quantité dans les cellules du côlon. Dans le côlon 
adulte normal, seule la protéine IHH a pu être mise en évidence alors que SHH n’a pas pu être 
détecté par immunohistochimie (van den Brink et al., 2004, van den Brink et al., 2002). Outre 
l’aspect quantitatif, les profils d’expression de SHH et IHH dans l’espace divergent puisque 
IHH est exprimé par les cellules différenciées au sommet des cryptes tandis que SHH est 
exprimé par les cellules prolifératives situées à la base de la crypte. Il est intéressant de 
constater, dans ce contexte, que toutes les lignées expriment le transcrit SHH, caractéristique 
des cellules prolifératives du côlon normal, et que la protéine SHH est même détectable dans 
les lignées Colo205 et SW480. 
La persistance de l’expression de la protéine SHH dans certaines lignées comme 
Colo205 et SW480 ainsi que la détection de légères surexpressions de SHH dans des tumeurs 
primaires sont intéressantes. Bien que nous ayons exclu la possibilité d’une activation 
autocrine de la voie HH dans les cancers du côlon, un effet paracrine du ligand est tout à fait 
envisageable, à l’image de ce qui se passe dans le côlon adulte. Cette hypothèse a été testée 
récemment. En effet, l’équipe du Dr F. de Sauvage a récemment mis en évidence un rôle 
paracrine de la voie HH dans le développement des tumeurs. En effet, les cellules HT29, qui 
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expriment HH, injectées aux souris nues forment de plus petites tumeurs si des fibroblastes 
déficients en SMO, donc incapables de répondre à HH, sont co-injectés (Yauch et al., 2008). 
Il résulte de cette expérience que l’activation de la voie de signalisation HH serait necessaire 
dans les cellules adjacentes aux cellules tumorales pour créer un microenvironnement 
favorable à la progression tumorale. En revanche, le mécanisme qui inhibe la croissance 
tumorale en l’absence d’une activation de la voie HH dans le microenvironnement reste à 
identifier. 
 
Perspectives 
 
Nos travaux montrent que la voie HH n’est pas activée de façon autocrine dans les 
cancers du côlon. Il serait intéressant de confirmer nos observations dans des tumeurs 
primaires de cancers du côlon. L’étude préliminaire que nous avons réalisée n’a pas porté sur 
un nombre suffisant de cas pour être significative. La caractérisation complète de la voie HH 
dans un nombre important de tumeurs serait nécessaire. Idéalement, la technique 
d’immunohistochimie pourrait être utilisée mais elle ne sera informative que si des anticorps 
spécifiques sont disponibles. 
Malgré la démonstration que la voie HH n’est pas activée de façon autocrine, 
l’implication de la voie HH dans les cancers du côlon n’est pas exclue, comme le montre 
l’identification récente d’un rôle paracrine de HH dans le développement des tumeurs. En 
outre, la voie HH pourrait être impliquée dans le développement des cancers du côlon par un 
autre mécanisme. En effet, la voie HH pourrait intervenir dans le maintien des cellules 
souches cancéreuses (CSC) de côlon. La théorie des CSC a été proposée pour expliquer les 
résultats d’expériences sur les leucémies (Reya et al., 2001). Brièvement, les CSC seraient 
une sous-population de cellules cancéreuses capables d’auto-renouvellement qui donneraient 
naissance à l’ensemble des autres cellules qui composent la tumeur. Ces dernières, en 
revanche, seraient incapables d’auto-renouvellement. L’équipe du Dr J. Dick a été la première 
à isoler une sous-population de cellules de leucémie myéloïde aigue humaine capable de 
reformer une tumeur lorsqu’elle est implantée dans des souris NOD-SCID (Lapidot et al., 
1994). Depuis, des sous-populations de cellules ayant les propriétés de CSC ont été identifiées 
dans des tumeurs solides comme dans les cancers du sein, du poumon, de la prostate, du 
cerveau ou encore du côlon (Dalerba et al., 2007, Kim et al., 2005, O'Brien et al., 2007, 
Ricci-Vitiani et al., 2007). Les CSC pourraient donc être une caractéristique de la plupart, 
voire de toutes les tumeurs. Il a été suggéré récemment que la voie de signalisation HH est 
 66
 Discussion et perspectives  
suractivée dans les CSC de cancers du sein, des gliomes ou encore des myélomes (Clement et 
al., 2007, Liu et al., 2006, Peacock et al., 2007). 
De manière générale, le but est maintenant de déterminer si, au cours de la 
tumorigenèse colorectale, la voie de signalisation HH est inactivée, à l’image de la voie 
TGF-β, ou si la voie HH est impliquée dans la tumorigenèse mais de manière détournée. Le 
ciblage thérapeutique de la voie HH dans les cancers de la peau (BCC) est en phase I d’essai 
clinique (Garber, 2008). Il est d’ailleurs systématiquement envisagé dès qu’une étude montre 
une suractivation de la voie HH dans un type de cancer. Cependant, le cas des cancers du 
côlon semble très complexe et il est trop tôt pour envisager une telle thérapie. La voie HH est 
importante dans le maintien de l’épithélium du côlon adulte et la manière dont la voie HH 
serait impliquée dans la tumorigenèse colorectale reste à démontrer. 
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Matériel et méthodes 
 
Une partie des informations concernant les techniques utilisées au cours de ce travail 
est présente dans l’article (Annexe 1). 
I. Matériel 
A- Lignées cellulaires 
Les lignées cellulaires utilisées au cours de ce travail sont présentées dans le tableau 
suivant : 
 
Tableau 1 Caractéristiques et conditions de culture des lignées cellulaires. 
B- Tumeurs primaires 
Les prélèvements de tumeurs primaires et tissus sains de mêmes patients ont été 
réalisés par le laboratoire d’anatomie pathologique de l’Université de Liège. L’utilisation de 
ces prélèvements a été approuvée par le comité d’éthique facultaire. Chaque prélèvement de 
1 cm environ a été plongé dans l’azote liquide puis conservé à -80°C. Les caractéristiques des 
patients sont reprises dans le tableau ci-joint : 
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Tableau 2 Tumeurs primaires colorectales 
C- Plasmides 
Le plasmide pJT4-SHH est un don du Dr D. Noji (Université de Tokushima) tandis 
que les plasmides 3’GLIBS et m3’GLIBS ont été obtenus auprès de Dr H. Sasaki (Université 
d’Osaka) (Sasaki et al., 1997). Le plasmide pCDNA3.1-GLI1 a été généré en insérant l’ADNc 
humain de GLI1 (pGLI.K12 coupé par HindIII/XbaI) dans le vecteur pCDNA3.1 (Invitrogen ; 
HindIII/XbaI). Le plasmide pREP4-GLI3 a été obtenu en insérant l’ADNc humain de GLI3 
(pGLI3 coupé par XbaI/SalI) dans le vecteur pREP4 (Invitrogen ; XhoI/NheI). Les plasmides 
pGLI.K12 et pGLI3 sont des dons du Pr B. Vogelstein (John Hopkins Center). 
II. Méthodes 
A- RT-PCR sur les ARNm extraits des lignées cellulaires et 
tumeurs primaires 
Les ARN des lignées cellulaires et tissus humains ont été extraits par la méthode du 
Tripure conformément aux recommandations du fabricant (Roche). Les tissus humains ont 
d’abord été broyés mécaniquement à l’aide d’un "dismembrator" (Mikrodismembrator 
braunBiotech) avant d’être resuspendus dans le Tripure. Les ARN ont été traités à la DNase I 
(1u/µg d’ARN) pendant 30 min à 37°C, afin d’éviter les contaminations d’ADN génomique. 
Enfin, les ARN ont été purifiés au phénol/chloroforme et précipités à l’éthanol. 
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Les RT-PCR ont été réalisées telles que décrites dans l’article (Annexe 1). L’étape de 
RT a été réalisée avec des amorces spécifiques (amorce antisens) à l’exception des RT-PCR 
PTCH, GLI1 et Cyclophiline dans les expériences où les cellules ont été traitées à la 
cyclopamine. Dans ce dernier cas, des hexanucléotides ont été utilisés comme amorce lors de 
l’étape de RT. Les amorces utilisées au cours de ce travail sont présentées dans le tableau 
suivant : 
 
Tableau 3 Les amorces 
B- Western Blot 
Les Western Blot ont été décrits dans le matériel et méthodes de l’article (Annexe 1). 
Les anticorps utilisés et les conditions dans lesquelles ils ont été utilisés sont présentés dans le 
tableau suivant : 
 
Tableau 4 Les anticorps 
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C- Test de viabilité cellulaire 
Les cellules ont été ensemencées dans des plaques 96 puits à raison de 20000 cellules 
par puits. Elles ont ensuite été traitées au DMSO, à la tomatidine ou à la cyclopamine pendant 
48h tel que cela a été décrit dans l’article (Annexe 1). Le test de viabilité a été réalisé en 
remplaçant le milieu par du milieu RPMI1640 sans rouge phénol contenant du MTT (bromure 
de 3- (4,5-diméthylthiazol-2-yl) - 2,5 diphényl tetrazolium ; 5mg/ml) et les cellules ont été 
incubées à 37°C. Les cristaux bleus de formazan, formés suite à la réduction du MTT par la 
succinate déshydrogénase mitochondriale, ont été dissous dans une solution de 0,04 mM 
HCl-Isopropanol. La densité optique a été mesurée à l’aide d’un Titertek Multiscan MCC/340 
à 570 et 690nm (bruit de fond).  
D- Génération de lignées HCT116 surexprimant stablement 
GLI1 
Les plasmides pCDNA3.1 ou pCDNA3.1-GLI1 ont été transfectés dans les cellules 
HCT116 à l’aide du FuGene6 (Roche) selon les recommandations du fabricant. Après 24h, le 
milieu a été remplacé par du milieu contenant 300 µg/ml de G418 (MP Biomedicals). Le 
milieu a été changé tous les 3 jours. Après 2 à 3 semaines, les colonies formées ont été 
prélevées et individuellement mises en culture dans une boîte 24 puits. Tout en conservant le 
milieu de sélection, les cultures cellulaires ont progressivement été amenées dans des boîtes 
25cm2. 
E- Microarray 
Les ARN ont été extraits à l’aide du kit RNeasy midi kit (Qiagen). Le microarray a été 
réalisé par la plateforme Génomique du GIGA. L’intégrité des ARN a été vérifiée à l’aide du 
bioanalyseur Agilent 2100 (Agilent Technologies). Les ADNc ont été générés au moyen du 
Kit Superscript II RT (Invitrogen). Le marquage à la biotine a été réalisé à l’aide du kit 
Bioarray High Yield RNA Transcript (Enzo Life Science). Finalement, les ADNc ont été 
hybridés aux puces "Human Genome U133A" (Affymetrix). Les résultats ont été obtenus à 
l’aide du programme CGOS (Affymetrix). 
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L’analyse des résultats a été réalisée à l’aide du programme MATLAB. Brièvement, 
les gènes dont l’intensité du signal sur chaque puce était inférieure à 2 n’ont pas été 
considérés. Lorsque dans l’une des 2 puces l’intensité du signal était inférieure à 30 (valeur 
background), la valeur de l’intensité a été augmentée à 30. L’intensité des signaux a été 
normalisée par la méthode de Lowess (Yang et al., 2002). Les valeurs d’intensité obtenues 
après normalisation ont été utilisées pour identifier les gènes dont l’expression est modulée 
2 fois ou plus. 
F- Phosphatase alcaline 
Les cellules ont été cultivées sur des lames Lab-tek jusqu’à confluence. Après avoir 
enlevé le milieu de culture, les cellules ont été fixées à l’éthanol 70% pendant 5 min avant 
d’être placées dans un dessicateur. 
Les cellules ont été ensuite incubées 90 min dans une solution contenant 1mg/ml de 
fast blue BB salt dissous dans du tampon Tris 0,2M pH9,1, 0,5% (v/v) de diméthylformamide 
et 0,03% de Naphtol AS phosphate. Après avoir été rincées à l’eau distillée, les cellules ont 
été contre-colorées avec du rouge nucléaire. Finalement, les lames ont été montées avec de 
l’enthellan puis observées au microscope. 
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Hedgehog signaling pathway is inactive in colorectal cancer cell lines
Guillaume Chatel, Corine Ganeff, Naima Boussif, Laurence Delacroix, Alexandra Briquet, Gregory Nolens
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The Hedgehog (Hh) signaling pathway plays an important role in
human development. Abnormal activation of this pathway has
been observed in several types of human cancers, such as the
upper gastro-intestinal tract cancers. However, activation of the
Hh pathway in colorectal cancers is controversial. We analyzed
the expression of the main key members of the Hh pathway in 7
colon cancer cell lines in order to discover whether the pathway is
constitutively active in these cells. We estimated the expression of
SHH, IHH, PTCH, SMO, GLI1, GLI2, GLI3, SUFU and HHIP
genes by RT-PCR. Moreover, Hh ligand, Gli3 and Sufu protein
levels were quantiﬁed by western blotting. None of the cell lines
expressed the complete set of Hh pathway members. The ligands
were absent from Colo320 and HCT116 cells, Smo from Colo205,
HT29 and WiDr. GLI1 gene was not expressed in SW480 cells nor
were GLI2/GLI3 in Colo205 or Caco-2 cells. Furthermore the re-
pressive form of Gli3, characteristic of an inactive pathway, was
detected in SW480 and Colo320 cells. Finally treatment of colon
cancer cells with cyclopamine, a speciﬁc inhibitor of the Hh path-
way, did not downregulate PTCH and GLI1 genes expression in
the colorectal cells, whereas it did so in PANC1 control cells.
Taken together, these results indicate that the aberrant activation
of the Hh signaling pathway is not common in colorectal cancer
cell lines.
' 2007 Wiley-Liss, Inc.
Key words: colon cancer; hedgehog; cyclopamine
The Hedgehog (Hh) signaling pathway is involved in the pat-
terning of various tissues in many species.1 The details of Hh
pathway regulation are still being unravelled. Brieﬂy, 3 vertebrate
genes code for Hh ligands, Sonic- (SHH), Indian- (IHH), and De-
sert- (DHH) Hh. The ligands are processed and secreted and bind
the Patched (Ptch) transmembrane receptor at the surface of
responding cells. Ligand binding overcomes the repressive action
of Ptch on the Smoothened (Smo) receptor and triggers the activa-
tion and nuclear translocation of Gli zinc ﬁnger transcription fac-
tors. Vertebrate cells contain 3 GLI genes, GLI -1, -2 and -3. Gli2
and Gli3 proteins possess transcription activation and repression
domains, while Gli1 has only an activation domain. In unstimu-
lated cells Gli2 and Gli3 are cleaved to give rise to a repressive
N-terminal form. Hh pathway activation inhibits Gli2 and Gli3
cleavage and stabilizes the full-length transcription factors that
activate transcription.2,3 It seems likely that Gli2 and Gli3 are the
initial transducers of the Hh signal, necessary for the induction of
GLI1 expression.4–7 Gli1 activates transcription of most of the Hh
pathway target genes.8–10 The transmembrane protein Hhip (Hh
interacting protein) binds Hh ligands and attenuates the sig-
nal.11,12 Recently, Sufu (suppressor of fused) was identiﬁed as the
main repressor of the mammalian Hh signaling pathway.13 Sufu
inhibits the Hh signal by binding Gli factors in the cytoplasm and
the nucleus.14
The GLI1, PTCH and HHIP genes are pathway members and
target genes, their expression being upregulated when the signal is
triggered.11,15,16
The Hh pathway is involved in gastro-intestinal tract develop-
ment, as documented by the phenotype of mice where genes cod-
ing for Hh pathway members have been inactivated. Indeed, colon
malformations have been observed in Shh–/–, Ihh–/–, Gli2–/– and
Gli3–/– mice.17 Organization in crypts has been shown to be lost in
the colonic epithelium of Ihh–/– mice.18,19 Moreover, in a rat
model, Ihh has been shown to restrict the activity of the WNT/
b-catenin pathway to cells located at the base of the crypts and
thus maintain the differentiation of colonocytes at the tip of the
crypts.19
The Hh pathway is constitutively activated in some types of
human cancers.20 Loss of function mutations of PTCH or SUFU
genes, and gain of function mutations of SMO gene have been
shown to be responsible for ligand independent activation of the
pathway in basal cell carcinoma, medulloblastoma, or rhabdomyo-
sarcoma. In most other tumor types the pathway has been shown
to be activated by ligand overexpression.21
Several studies have aimed at understanding the role of the Hh
pathway in colon cancer, but their results have been conﬂicting.
Rare mutations of PTCH and SMO genes have been detected in
this cancer type but they do not seem to affect the activity of the
proteins.22,23 The expression of a limited number of Hh pathway
members, as well as the response of colon cancer cells to treat-
ment with the Smo inhibitor cyclopamine, did not allow to lead to
a conclusion concerning the activation of the pathway in this tu-
mor type.17,24
Our ﬁrst goal was thus to ﬁnd out whether a thorough analysis
of the expression of the members of the Hh pathway in colon can-
cer cells could help in coming to a conclusion on the ligand de-
pendent activation of the pathway in colorectal cancer cell lines.
So, we estimated the expression of Shh, Ihh, Ptch, Smo, Gli1, Gli2
and Gli3, which transmit the signal. We also analysed the expres-
sion of the negative regulators Sufu and Hhip.
Seven colon cancer cell lines were included in our study. None
of our cell lines expressed all the key members of the Hh pathway.
We then veriﬁed whether cyclopamine modulated the expression
of PTCH and GLI1 genes. Ptch and Gli1 transcripts levels were
not signiﬁcantly altered in cyclopamine treated colon cancer cells,
in contrast with the cyclopamine responsive PANC cells. Our
results thus suggest that Hh pathway activation is not a common
event in colon cancer cell lines.
Material and methods
Cell culture
Colo205, Colo320, HT29 cell lines were purchased from Amer-
ican Type Culture Collection (Manassas, VA). WiDr, Caco-2,
SW480, HCT116, and 293T cells were provided by Dr V. Bours
(University of Liege, Belgium). PANC-1 cells were a gift from
Dr. Kiss (University of Brussels, Belgium). Colo205, Colo320
cells were grown in RPMI1640, HT29 and HCT116 in
McCoy’5A, WiDr in EMEM, SW480 in Leibovitz L-15, PANC1,
and 293T in DMEM media. Culture media were supplemented
with 10% FBS, 2 mM glutamine, 1 lg/ml penicillin/streptomycin.
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Caco-2 cells were grown in EMEM supplemented with 20% FBS,
2 mM glutamine, 1 lg/ml penicillin/streptomycin, 1 mM sodium
pyruvate, 1.5 g/l sodium bicarbonate and 0.1 mM nonessential
amino acids (Cambrex, Verviers, Belgium).
RNA extraction and semi-quantitative RT-PCR
Total RNA was extracted using the Tripure reagent (Roche)
according to the manufacturer’s instructions. To avoid genomic
DNA contamination, RNA (20 lg) was treated with 20 U RNase-
free DNaseI (Roche) at 37C for 30 min, phenol–chloroform
extracted and ethanol precipitated.
Semi-quantitative RT-PCR was performed in 2 steps. First, 2
lg of total RNA were reverse transcribed (RT) with 10 U of
reverse transcriptase (AMV-RT, Promega, Madison WI), 0.8 lM
speciﬁc primer, 0.4 mM dNTPs (Roche), 2 U RNase inhibitor
(Promega) for 1 hr at 48C. Next, PCR ampliﬁcation was per-
formed on 1/25th of the RT reaction with 2.5 U of AmpliTaq
DNA polymerase (Applied Biosystems, Foster City, Ca), 0.2 lM
of each primer, and 0.4 mM of dNTPs in a thermocycler (Perkin
Elmer). Sequences of the primers used in this study are presented
in Table I. Each RT-PCR product (10 ll) was analyzed by electro-
phoresis through a 1% agarose gel. PCR ampliﬁcation signals
were quantiﬁed by densitometric scanning using Quantity One
(Bio-Rad).
Western blot analysis and antibodies
Cells cultured in 58 cm2 Petri dishes were washed twice, col-
lected in 1 ml of PBS and centrifuged. The cellular pellet was sus-
pended in 400 ll of Buffer A (10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM
KCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1 mM DTT and 0.5 mM
PMSF) and incubated 15 min on ice. Cytoplasmic and nuclear pro-
teins were extracted from cells lysed with NP40 (1% ﬁnal concen-
tration). After centrifugation, the supernatant containing mainly
cytoplasmic proteins was collected. Nuclei from the pellet were
lysed with Buffer C (20 mM HEPES pH7.9, 0.5 M NaCl, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT and 1 mM PMSF). Total pro-
teins were extracted from cells lysed with 0.5% SDS. Protein con-
centrations were measured using the BCA protein assay method
(Pierce, Rockford, IL). Either thirty micrograms of cytoplasmic
and nuclear proteins or 50 lg of total cellular proteins were ana-
lysed by SDS-PAGE.
Secreted proteins were precipitated from conditioned media of
80% conﬂuent cells grown in serum-free medium for 5 days. Pro-
teins from 7 ml of conditioned media were acetone precipitated
(ﬁnal concentration 75%) and collected by centrifugation at 9000g
for 15 min. The pellet was dissolved in 100 ll of SB buffer (SDS
0.33% (w/v), b-mercaptoethanol 0.83% (v/v), Tris 11.25 mM
pH6.8, glycerol 1.66% (w/v) and bromophenol blue). Forty micro-
liters were analysed by SDS-PAGE.
Proteins extracted from cells and conditioned media were sep-
arated on a 6% (Gli3) or 12% (Hh and Sufu) SDS-PAGE and
transferred to PVDF membrane (Millipore, Billerica, MA).
Membranes were blocked overnight in TBST buffer (Tris 50 mM
pH 8.0, NaCl 150 mM, Tween20 0.1%) containing 5% low fat
milk. They were then incubated for 2 hr with the following pri-
mary antibodies diluted in TBST buffer/5% low fat milk: 1/500
rabbit anti-Hh antibody (H-160, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, Ca), 1/500 rabbit anti-Gli3 (H-280, Santa Cruz), 1/
500 goat anti-Sufu (C-15, Santa Cruz) 1/10,000 mouse anti-actin
(MP biomedicals, Irvine, CA), 1/1,000 goat anti-Ku70 (Santa
Cruz). Membranes were washed and incubated for 1 hr with the
following secondary antibodies diluted in TBST buffer contain-
ing 5% milk: 1/2,000 goat anti-rabbit (Shh, Gli3), 1/2,000 goat
anti-mouse and 1/1,000 (Sufu) or 1/4,000 (Ku70) rabbit anti-goat
(DAKO, Carpinteria, CA). Signals were revealed with enhance
chemiluminescence reagent (Amersham Biosciences, Little
Chalfont, UK).
Transfection experiments
Gli3 cDNA was a kind gift from Dr B. Vogelstein. The Gli3
cDNA extracted with XbaI/SalI restriction enzymes was inserted
in the XhoI/NheI sites of the pREP4 expression vector (Invitrogen,
Paisley UK). Approximately 2 3 106 cells were seeded in 58 cm2
Petri dishes 24 hr before transfection. PREP4-Gli3 expression vec-
tor (3 lg) was transfected with Fugene6 reagent (Roche) accord-
ing to the manufacturer’s recommendation. Nuclear proteins were
extracted 24 hr later and analyzed as described above.
Cyclopamine and tomatidine treatment
Cyclopamine and tomatidine (Toronto Research Chemicals,
North York, Ontario, CA) were dissolved in DMSO. About 1 to 2
3 106 cells were seeded in 21 cm2 Petri dishes in medium supple-
mented with 10% FBS. Twenty four hours later the medium was
replaced by media containing 10 lM of cyclopamine, tomatidine
or DMSO in 0.5% serum. After 24 hr the culture media were
changed and the cells were harvested a further 24 hr later. Total
RNA was extracted as described above. RT-PCR was performed
as described above except that RT priming was performed with
random hexamers (3 lg).
Results
The Hh pathway is not activated ligand dependently in colon
cancer cells
Firstly, we analyzed the levels of the cellular and the secreted
Hh protein by western blotting. Hh proteins are synthesized as 45
kDa precursors that are cleaved to give rise to the secreted 20 kDa
factor. High levels of the 20 kDa processed Hh protein were
detected in the cytoplasm (Fig. 1a) and the conditioned media
(Fig. 1b) of HT29, WiDr and Caco-2 cells. Low levels of the
ligand were detected in the cytoplasm and the conditioned media
of Colo205 and SW480 cells (Figs. 1a and 1b). No Hh proteins
were detected in Colo320 and HCT116 cells (Figs. 1a and 1b).
The antibody does not discriminate between the different Hh
ligands. To know which factor is expressed in the colon cancer
cells we identiﬁed the Hh transcripts by speciﬁc RT-PCR. We
focused our interest on Ihh and Shh, which seem to be the only Hh
ligands expressed in the colon. Shh mRNA was present in all the
cell lines, while Ihh transcripts were only detected in HT-29,
WiDr and Caco-2 cells (Fig. 1c). Interestingly, the Ihh mRNA was
present in cells expressing high protein levels.
TABLE I – SEQUENCES OF THE PRIMERS USED IN THIS STUDY. THE PRIMERS WITHOUT A REFERENCE WERE DESIGNED IN THE LABORATORY
5 Gene name Forward primer Reverse primer Reference
Ihh CGGCTGACAATCACACGGAGC GAAGCTGCCCTCTTCTAGCAG
Shh GACGACGGCGCCAAGAAGGT ATGAGAATGGTGCCCTGGGC
Ptch CATCAACTGGAACGAGGACA AGGGGCTTGTAAAACAGCAG
Smo CTGGTGTGGTTTGGTTTGTG TGGTCTCGTTGATCTTGCTG
Gli1 CGGGGTCTCAAACTGCCCAGCTT GGCTGGGTCACTGGCCCTC 25
Gli2 CTAGCATCAGCGAGAACGTG AAAGCCTAACTGGCATCCTC
Gli3 CAGATGTGACGGAGAAAGCC GATGATAGTATTCTGCTGGG
Sufu CCAATCAACCCTCAGCGGCAGAATG GTAGGTGAGAAAGAGGGCTGTC 26
Hhip AAAACAGATCATCAGCCAGAA TAAATGCCCATTGGAATAGAAT
Cph TCTCCTTTGAGCTGTTTGCAGAC AAACTTAACTCTGCAATCCAGC
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According to these results the Hh pathway could be activated
through an autocrine mechanism in HT29, WiDr, Caco-2,
Colo205 and SW480 cells.
To ﬁnd out whether the colon carcinoma cells are able to
respond to the Hh factors they produce, we evaluated the expres-
sion levels of Ptch and Smo receptors, and the 3 Gli transcription
factors. Ptch transcripts were detected in every cell line, while
Smo mRNA was present in Colo320, HCT116, SW480 and Caco-
2 cells. The pattern of the expression of the 3 Gli transcription fac-
tors varied according to the cell line. Colo320 was the only cell
line expressing all 3 Gli transcription factors. A strong signal cor-
responding to Gli1 mRNA and a weak Gli2 signal was detected in
HCT116, HT29 and WiDr cells. Both Gli2 and Gli3 were present
in SW480 cells, which in contrast did not express Gli1. Finally
Caco2 and Colo205 cells expressed only very low levels of Gli1
(Fig. 2).
The Hh pathway regulates differentially the activity of the 3 Gli
transcription factors. Hh stimulates GLI1 gene transcription, while
it inhibits the cleavage of Gli2 and Gli3 proteins. We analysed by
western blotting the Gli3 protein present in our colorectal cancer
cells. 293T cells transfected with a Gli3 expression vector served
as positive control for this experiment. Nuclear proteins extracted
from these cells were loaded on the same gel as the proteins
extracted from the colon cancer cells, in order to distinguish the
full length (Gli3FL) and the processed (Gli3R) Gli3. The Gli3 spe-
ciﬁc antibody revealed 3 bands of 190, 95 and 83 kDa in nuclear
proteins from the parental 293T cells (Fig. 3). Only the intensity
of the 190-kDa and the 83-kDa bands was greatly increased in
Gli3 overexpressing 293T cells, indicating that these bands corre-
spond respectively to Gli3FL and Gli3R. Both Gli3FL and Gli3R
were detected in SW480 and Colo320 nuclear proteins, while Gli3
was not detected in the other cell lines, in agreement with the RT-
PCR results.
Finally, we detected Hhip mRNA in Colo320 and SW480 cells,
the only cells that also express the GLI3 gene (Fig. 2).
These results thus suggest that no ligand dependent activation
of the Hh pathway occurred in the colon cancer cells we study.
Indeed, in the absence of ligands, the pathway cannot be acti-
vated in HCT116 and Colo320 cells. The absence of Smo does
not allow the activation of the pathway in Colo205, HT29 and
WiDr cells. The low level of Gli1 added to the absence of Gli2
and Gli3 in Caco2 cells and the absence of Gli1 from SW480
cells is a further indication that, in these cells, the pathway is
probably also inactive. However, the Hh pathway could be acti-
vated downstream of the ligand, by mutations of Ptch, Smo or
Sufu or by Smo activation through endogenous molecules. We
tested the possibility of ligand independent activation of the Hh
pathway in our colon cancer cell lines by Sufu mutation and by
Smo activation.
The Hh pathway is not activated by ligand independent
mechanisms in colon cancer cells
We ﬁrst identiﬁed Sufu transcripts and protein in our colon
cancer cells. Indeed, the absence of the protein or the production
of truncated proteins due to SUFU gene mutations has been
shown to be responsible for the pathway activation in some can-
cers.22,23,27,28 We detected Sufu transcripts in the 7 colon cancer
cell lines we analysed (Fig. 4). Moreover, the 54 kDa Sufu protein
was present in 6 out of 7 cell lines. In Colo205 a shorter 50 kDa
protein was detected. Next, we measured the modulation of the
expression of Hh target genes in cyclopamine treated cells.
Cyclopamine, an alkaloid from Veratrum californicum, binds and
inactivates Smo and inhibits the pathway.29 As positive control,
we used PANC1 cyclopamine responsive pancreas cancer cells.30
These cells express Shh, Ptch, Smo, Gli1, Gli2, Hhip and Sufu
transcripts (Fig. 5a). As a negative control the cells were treated
either with tomatidine, an alkaloid structurally close to cyclo-
FIGURE 2 – Ptch, Smo, Gli1, Gli2, Gli3 and Hhip mRNA levels in
the colorectal cancer cell lines. Two micrograms of total RNA were
analysed by RT-PCR.
FIGURE 3 – Gli3 protein levels and cleavage status in colorectal
cancer cells. Nuclear proteins (40 lg) extracted from the colorectal
cancer cells, and from parental 293T cells and 293T cells transfected
with a Gli3 expression vector (293T-Gli3) were analyzed by western
blotting with an antibody recognizing the N-terminal part of the pro-
tein. The antibody reveals both the 190 kDa full-lengh protein
(Gli3FL) and the 83 kDa cleaved repressor protein (Gli3R). Arrows
indicate positions of Gli3FL and Gli3R proteins. Ku70 was used as a
loading control.
FIGURE 1 – Hh protein and mRNA levels in colorectal cancer cell
lines. (a) Detection by western bloting of the 20 kDa mature Hh form
in 30 lg of cytoplasmic protein extracts. Actin was used as loading
control. (b) Detection of the mature Hh proteins in conditioned media
with an antibody recognizing the 3 Hh forms. (c) Detection of Ihh and
Shh transcripts by RT-PCR in the colon cancer cells using primer
pairs that discriminate between these Hh transcripts. Cyclophilin
(Cph) mRNA was ampliﬁed as control.
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pamine but inactive on the Hh pathway, or with the solvent
(DMSO).
Cyclopamine downregulated Ptch transcript levels in PANC
cells, in comparison with the expression in tomatidine treated cells
(Fig. 5b). In contrast, no signiﬁcant modiﬁcations of the Ptch
mRNA level were observed in the 7 colorectal cancer cells after
cyclopamine treatement. Cyclopamine induced a sharp decrease in
the Gli1 mRNA level in PANC cells (Fig. 5c). However, Gli1
mRNA levels were not signiﬁcantly modiﬁed in cyclopamine
treated colon cancer cells in comparison with control cells. Sur-
prisingly, tomatidine upregulated Gli1 expression in Colo320 cells
(Fig. 5c). Cyclopamine did not affect Hhip mRNA levels in any of
the cells we tested, including the PANC cell line (data not shown).
Our results thus suggest that in the colon cancer cells we exam-
ined the Hh pathway is not activated by Sufu mutation or by aber-
rant activation of Smo.
Taken together, our results suggest that the constitutive activa-
tion of the Hh signalling pathway is not common in colon cancer
cell lines.
Discussion
The published results on Hh pathway activation in colon cancer,
based on the expression of some Hh target genes and on the
response to cyclopamine treatment or the activity of a Gli respon-
sive reporter vector, are conﬂicting. We wanted to discover
whether a thorough analysis of the expression of the main key
members of the Hh signaling pathway could help in understanding
the activation status in colon cancer cell lines. Indeed, we think
that it is important to deﬁne a reliable marker or combination of
markers for Hh signal activity. This could then be applied in the
identiﬁcation of the human cancers that would beneﬁt from a ther-
apy targeting this pathway. To this end, we estimated the levels of
Shh, Ihh, Ptch, Smo, Gli1, Gli2, Gli3, Sufu and Hhip transcripts
and Hh, Gli3 and Sufu proteins in 7 cell lines derived from differ-
ent grade colon cancers. None of the cell lines expressed all the
key members required for the pathway’s activation. Moreover,
cyclopamine did not modulate the expression levels of PTCH and
GLI1 genes, further suggesting that the Hh pathway is not acti-
vated in the colon cancer cell lines we analyzed.
The cell lines we used have been tested in other studies for the
expression of some Hh pathway members.23,30,31 Concordant
results were obtained for the expression of some pathway mem-
bers and differences were noticed for others. In our opinion these
discrepancies might be the consequences of epigenetic modiﬁca-
tions to gene expression. Indeed, Ihh expression has been shown
to be induced in HT29 cells by sodium butyrate, a HDAC inhibi-
tor.19 Moreover, Smo has been shown to be re-expressed upon
treatment of colon cancer cells with a DNA methylation and a
HDAC inhibitor.23 Discrepancies were observed between our
results and some published data for PTCH and GLI1 genes expres-
sion in colon cancer cell lines. They are important since the
expression of these genes is used as marker of Hh pathway activa-
tion. However, PTCH expression is not controlled only by the Hh
signal. PTCH gene contains at least 3 alternative 50 exons,32 each
with its own promoter, but only 1 contains a Gli binding site and
responds to Hh pathway activation.33 Moreover, Berman et al.30
detected the Gli1 transcript in some colon cancer cells, although
the transcription factor did not activate a Gli dependent reporter
vector.
HHIP gene expression is increased in Hh stimulated cells.
HHIP was expressed in 2 of our cell lines, Colo205 and SW480.
However, the case of Hhip is complex, because besides being a
target gene it is a powerful inhibitor of the pathway as shown in
transgenic mice34 and in cell lines.12 Hhip downregulation has
been shown to increase the Hh signal in some pancreatic cancer
cell lines.35 HHIP expression has been shown to be reduced in 8/
10 primary human colon cancers, when compared with the normal
tissue from the same patient.12 The contribution of Hhip to the in-
hibition of the Hh pathway in colon cancer cells will have to be
assessed experimentally.
The presence of the full-length Gli2 and Gli3 proteins, but not
the transcript or total protein levels indicates the activation of the
pathway. The absence of Gli2 probably impairs the transmission
of the signal in Caco2 and Colo205 cells. We cannot propose a
role for Gli2 in cells where the transcript was present since we
could not examine the cleavage status of the protein. In contrast,
we were able to show the presence of the repressive Gli3R in 2
cell lines. To our knowledge this is the ﬁrst report of the presence
of this repressor in colon cancer cells. Interestingly, mice engi-
neered to express a C-terminally truncated Gli3 protein have been
shown to present gastro-intestinal abnormalities similar to those of
Shh–/– or Ihh–/– animals.36 The role of these transcription factors
in colon cancer should be studied further.
Our expression results do not rule out the possibility of ligand
independent activation of the Hh pathway in some cell lines. We
examined the possibility of ligand independent aberrant activa-
tion of the Hh pathway due to the absence of SUFU or the
expression of truncated SUFU protein as well as by constitutive
Smo activation.
Sufu transcripts were present in every colon cancer cell line we
tested. More importantly, the full-length protein was present in 6
FIGURE 4 – Sufu mRNA and protein expression in colorectal cancer
cell lines. Sufu transcripts were ampliﬁed by RT-PCR performed on 2
lg of total RNA. Sufu protein was detected in 50 lg of total protein
extracts with an antibody recognizing the 54 kDa Sufu variant. Ku70
was used as a control.
FIGURE 5 – Effect of cyclopamine on the expression of PTCH and
GLI1 genes in colorectal cancer cell lines. (a) Expression of Hedgehog
pathway members in PANC cell line. (b and c) Ptch (b) and Gli1 (c)
transcripts levels in response to DMSO, tomatidine (10 lM) or
cyclopamine (10 lM) treatments. Expression of Ptch and Gli1 was
analyzed by semi-quantitative RT-PCR. PCR signals were quantiﬁed
by densitometry. Values were normalized to those of the Cph signal.
Values represent mean6 S.D. of 3 independent experiments.
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of the 7 cell lines. The mechanism responsible for the shorter pro-
tein production in Colo205 cells will have to be determined. Sufu
has been shown to inhibit the activity of all 3 Gli transcription fac-
tors. Sufu mutations lead to increased Gli activity and target genes
expression in different cancer types.28,37 Although most mutations
observed in cancer cells give rise to shorter proteins, we cannot
rule out the presence mutations which would modify the activity
of the protein. Further work is thus needed to ascertain the role of
Sufu in colon cancer cell lines.
Smo can be activated independently of Hh by mutation and by
endogenous metabolites.38 Cyclopamine inhibits Smo activated by
these mechanisms. We did not detect signiﬁcant differences in the
expression of the PTCH and GLI1 genes between cyclopamine
and tomatidine treated colon cancer cells. In contrast, both Ptch
and Gli1 transcript levels were downregulated in cyclopamine but
not in tomatidine treated PANC cells used as positive control. Our
results agree with those of Berman et al. who did not observe a
modulation of PTCH expression in cyclopamine treated HCT116
cells, and the drug did not increase the apoptosis of these cells in
comparison with tomatidine.30 In contrast, cyclopamine increases
apoptosis rate of colon cancer cells according to Qualtrough
et al.31 However, these authors did not use tomatidine to control
for possible non speciﬁc effects of cyclopamine.
Cell lines might not be good models for the assessment of Hh
pathway activity.21 However, the published results on primary
human colon cancers are also confusing. Some authors,39,40 but
not others22 detected increased levels of Hh pathway members
during colon cancer progression. Moreover, the expression of Ihh
and Gli1 were shown to be decreased during colon cancer progres-
sion in recent publications.19,41
Hh pathway activity might be involved in the progression of co-
lon cancer in vivo by mediating the cross-talk between the cancer-
ous epithelial cells and the cells from the tumor environment.
Also, we cannot exclude that the Hh pathway is activated in a cel-
lular subpopulation, for instance in cancer stem cells. It would be
interesting to re-examine this in the recently identiﬁed colon can-
cer stem cells.42,43
Our results and the data from the literature rise the question of
what is a reliable marker of Hh pathway status in cells were the
pathway is not manipulated. Identiﬁcation of post-transcriptional
modiﬁcations, such as processing, sub-cellular localization or
phosphorylation of some Hh pathway members might predict
more accurately the Hh pathway activity than expression levels.
Clearly more work is needed to understand the possible involve-
ment of this pathway in colon cancer before it can be considered
as a suitable therapeutic target.
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Annexe n°2
Résultat du microarray II53 versus  I2: liste des gènes régulés 2 fois ou plus
Probe Set ID Régulation Gène Titre
211518_s_at 7,2 BMP4 bone morphogenetic protein 4
212845_at 3,7 SAMD4A sterile alpha motif domain containing 4A
205366_s_at 3,6 HOXB6 homeobox B6
218804_at 3,6 TMEM16A transmembrane protein 16A
208792_s_at 3,5 CLU clusterin
209505_at 3,5 NR2F1 Nuclear receptor subfamily 2, group F, member 1
206382_s_at 3,5 BDNF brain-derived neurotrophic factor
208791_at 3,3 CLU clusterin
201042_at 3,3 TGM2 transglutaminase 2
203002_at 3,2 AMOTL2 angiomotin like 2
209506_s_at 3,0 NR2F1 nuclear receptor subfamily 2, group F, member 1
207826_s_at 3,0 ID3 inhibitor of DNA binding 3
203068_at 3,0 KLHL21 kelch-like 21
205601_s_at 3,0 HOXB5 homeobox B5
219371_s_at 2,9 KLF2 Kruppel-like factor 2
218308_at 2,9 TACC3 transforming, acidic coiled-coil containing protein 3
202580_x_at 2,9 FOXM1 forkhead box M1
202800_at 2,8 SLC1A3 solute carrier family 1 , member 3
201939_at 2,8 PLK2 polo-like kinase 2
201289_at 2,7 CYR61 cysteine-rich, angiogenic inducer, 61
221521_s_at 2,7 GINS2 GINS complex subunit 2
203432_at 2,7 TMPO thymopoietin
203851_at 2,7 IGFBP6 insulin-like growth factor binding protein 6
219650_at 2,6 FLJ20105 FLJ20105 protein
203162_s_at 2,6 KATNB1 katanin p80 (WD repeat containing) subunit B 1
202338_at 2,6 TK1 thymidine kinase 1
206632_s_at 2,5 APOBEC3B apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3B
218619_s_at 2,5 SUV39H1 suppressor of variegation 3-9 homolog 1
202094_at 2,5 BIRC5 baculoviral IAP repeat-containing 5 (survivin)
219051_x_at 2,5 METRN meteorin
215223_s_at 2,5 SOD2 superoxide dismutase 2
216804_s_at 2,5 PDLIM5 PDZ and LIM domain 5
204695_at 2,5 CDC25A cell division cycle 25 homolog A
209714_s_at 2,4 CDKN3 cyclin-dependent kinase inhibitor 3
218903_s_at 2,4 OBFC2B oligonucleotide/oligosaccharide-binding fold containing 2B
218542_at 2,4 CEP55 centrosomal protein 55kDa
210983_s_at 2,4 MCM7 MCM7 minichromosome maintenance deficient 7
212023_s_at 2,4 MKI67 antigen identified by monoclonal antibody Ki-67
202624_s_at 2,4 CABIN1 calcineurin binding protein 1
219336_s_at 2,4 ASCC1 activating signal cointegrator 1 complex subunit 1
209478_at 2,4 PCDHGC3 Protocadherin gamma subfamily C, 3
202107_s_at 2,3 MCM2 MCM2 minichromosome maintenance deficient 2
221965_at 2,3 MPHOSPH9 M-phase phosphoprotein 9
201896_s_at 2,2 PSRC1 proline/serine-rich coiled-coil 1
221436_s_at 2,2 CDCA3 cell division cycle associated 3
208795_s_at 2,2 MCM7 MCM7 minichromosome maintenance deficient 7
203242_s_at 2,2 PDLIM5 PDZ and LIM domain 5
202659_at 2,2 PSMB10 proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 10
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201378_s_at 2,2 UBAP2L ubiquitin associated protein 2-like
37577_at 2,2 ARHGAP19 Rho GTPase activating protein 19
203186_s_at 2,2 S100A4 S100 calcium binding protein A4
202183_s_at 2,2 KIF22 kinesin family member 22 
220935_s_at 2,2 CDK5RAP2 CDK5 regulatory subunit associated protein 2
219494_at 2,2 RAD54B RAD54 homolog B
218115_at 2,2 ASF1B ASF1 anti-silencing function 1 homolog B
218075_at 2,2 AAAS achalasia, adrenocortical insufficiency
201755_at 2,2 MCM5 MCM5 minichromosome maintenance deficient 5
217099_s_at 2,2 GEMIN4 gem (nuclear organelle) associated protein 4
204558_at 2,2 RAD54L RAD54-like
210052_s_at 2,2 TPX2 TPX2
209891_at 2,1 SPBC25 spindle pole body component 25 homolog
218755_at 2,1 KIF20A kinesin family member 20A
1053_at 2,1 RFC2 replication factor C (activator 1) 2
221962_s_at 2,1 UBE2H ubiquitin-conjugating enzyme E2H
208978_at 2,1 CRIP2 cysteine-rich protein 2
201798_s_at 2,1 FER1L3 fer-1-like 3
215735_s_at 2,1 TSC2 tuberous sclerosis 2
34689_at 2,1 TREX1 three prime repair exonuclease 1
212412_at 2,1 PDLIM5 PDZ and LIM domain 5
201292_at 2,1 TOP2A topoisomerase (DNA) II alpha 170kDa
202240_at 2,1 PLK1 polo-like kinase 1
201611_s_at 2,1 ICMT isoprenylcysteine carboxyl methyltransferase
212738_at 2,1 ARHGAP19 Rho GTPase activating protein 19
208078_s_at 2,1 SNF1LK SNF1-like kinase
210236_at 2,1 PPFIA1 protein tyrosine phosphatase, receptor type, f polypeptide (PTPRF), interacting protein (liprin), alpha 1
219556_at 2,1 C16orf59 chromosome 16 open reading frame 59
203418_at 2,1 CCNA2 cyclin A2
209760_at 2,1 KIAA0922 KIAA0922
214414_x_at 2,1 HBA2 hemoglobin, alpha 2
222077_s_at 2,1 RACGAP1 Rac GTPase activating protein 1
222039_at 2,0 LOC146909 hypothetical protein LOC146909
204081_at 2,0 NRGN neurogranin
221591_s_at 2,0 FAM64A family with sequence similarity 64, member A
211603_s_at 2,0 ETV4 ets variant gene 4 (E1A enhancer binding protein, E1AF)
216038_x_at 2,0 DAXX death-associated protein 6
203962_s_at 2,0 NEBL nebulette
201605_x_at 2,0 CNN2 calponin 2
32032_at 2,0 DGCR14 DiGeorge syndrome critical region gene 14
218564_at 2,0 RFWD3 ring finger and WD repeat domain 3
209680_s_at 2,0 KIFC1 kinesin family member C1
218039_at 2,0 NUSAP1 nucleolar and spindle associated protein 1
215728_s_at 2,0 ACOT7 acyl-CoA thioesterase 7
218550_s_at 2,0 LRRC20 leucine rich repeat containing 20
202095_s_at 2,0 BIRC5 baculoviral IAP repeat-containing 5
205436_s_at 2,0 H2AFX H2A histone family, member X
203739_at 2,0 ZNF217 zinc finger protein 217
203696_s_at 2,0 RFC2 replication factor C (activator 1) 2
205294_at 2,0 BAIAP2 BAI1-associated protein 2
218009_s_at 2,0 PRC1 protein regulator of cytokinesis 1
221817_at 2,0 DOLPP1 dolichyl pyrophosphate phosphatase 1
204014_at -12,8 DUSP4 dual specificity phosphatase 4
200920_s_at -12,4 BTG1 B-cell translocation gene 1, anti-proliferative
218677_at -11,0 S100A14 S100 calcium binding protein A14
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204362_at -10,9 SKAP2 src kinase associated phosphoprotein 2
200914_x_at -7,9 KTN1 kinectin 1
203939_at -7,8 NT5E 5'-nucleotidase, ecto (CD73)
202668_at -7,6 EFNB2 ephrin-B2
213421_x_at -7,2 PRSS3 protease, serine, 3 (mesotrypsin)
212268_at -7,1 SERPINB1 serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 1
207463_x_at -6,7 PRSS3 protease, serine, 3
221753_at -6,7 SSH1 slingshot homolog 1 (Drosophila)
217678_at -6,1 SLC7A11 solute carrier family 7, member 11
212582_at -5,6 OSBPL8 oxysterol binding protein-like 8
213734_at -5,4 --- ---
212762_s_at -5,4 TCF7L2 transcription factor 7-like 2
208661_s_at -5,4 TTC3 tetratricopeptide repeat domain 3
221731_x_at -5,3 CSPG2 chondroitin sulfate proteoglycan 2
204620_s_at -5,1 CSPG2 chondroitin sulfate proteoglycan 2
218237_s_at -5,1 SLC38A1 solute carrier family 38, member 1
205402_x_at -4,9 PRSS2 protease, serine, 2
208960_s_at -4,9 KLF6 Kruppel-like factor 6
203637_s_at -4,8 MID1 midline 1
213572_s_at -4,5 SERPINB1 serpin peptidase inhibitor, clade B, member 1
202790_at -4,4 CLDN7 claudin 7
213311_s_at -4,2 TCF25 transcription factor 25
209884_s_at -4,2 SLC4A7 solute carrier family 4, member 7
210276_s_at -4,2 TRIOBP TRIO and F-actin binding protein
221806_s_at -4,1 SETD5 SET domain containing 5
202935_s_at -4,0 SOX9 SRY (sex determining region Y)-box 9
201991_s_at -4,0 KIF5B kinesin family member 5B
209765_at -3,9 ADAM19 ADAM metallopeptidase domain 19 (meltrin beta)
213435_at -3,9 SATB2 SATB family member 2
212368_at -3,8 ZNF292 zinc finger protein 292
204771_s_at -3,8 TTF1 transcription termination factor, RNA polymerase I
210438_x_at -3,8 TROVE2 TROVE domain family, member 2
201844_s_at -3,7 RYBP RING1 and YY1 binding protein
202177_at -3,7 GAS6 growth arrest-specific 6
213258_at -3,7 TFPI tissue factor pathway inhibitor
219625_s_at -3,7 COL4A3BP collagen, type IV, alpha 3 binding protein
208961_s_at -3,7 KLF6 Kruppel-like factor 6
210896_s_at -3,6 ASPH aspartate beta-hydroxylase
201862_s_at -3,6 LRRFIP1 leucine rich repeat (in FLII) interacting protein 1
204976_s_at -3,6 AMMECR1 Alport syndrome, mental retardation, midface hypoplasia and elliptocytosis chromosomal region, gene 1
203821_at -3,6 HBEGF heparin-binding EGF-like growth factor
221841_s_at -3,5 KLF4 Kruppel-like factor 4
214941_s_at -3,5 PRPF40A PRP40 pre-mRNA processing factor 40 homolog A
219412_at -3,5 RAB38 RAB38, member RAS oncogene family
202795_x_at -3,5 TRIOBP TRIO and F-actin binding protein
208662_s_at -3,5 TTC3 tetratricopeptide repeat domain 3
205195_at -3,5 AP1S1 adaptor-related protein complex 1, sigma 1 subunit
219388_at -3,5 GRHL2 grainyhead-like 2
204285_s_at -3,5 PMAIP1 phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1
202599_s_at -3,4 NRIP1 nuclear receptor interacting protein 1
218659_at -3,4 ASXL2 additional sex combs like 2
213793_s_at -3,4 HOMER1 homer homolog 1
203297_s_at -3,4 JARID2 jumonji, AT rich interactive domain 2
202844_s_at -3,4 RALBP1 ralA binding protein 1
212852_s_at -3,4 TROVE2 TROVE domain family, member 2
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209383_at -3,4 DDIT3 DNA-damage-inducible transcript 3
217456_x_at -3,3 HLA-E major histocompatibility complex, class I, E
212096_s_at -3,3 MTUS1 mitochondrial tumor suppressor 1
200731_s_at -3,3 PTP4A1 protein tyrosine phosphatase type IVA, member 1
222122_s_at -3,3 THOC2 THO complex 2
203355_s_at -3,3 PSD3 pleckstrin and Sec7 domain containing 3
205356_at -3,2 USP13 ubiquitin specific peptidase 13
200842_s_at -3,2 EPRS glutamyl-prolyl-tRNA synthetase
203221_at -3,2 TLE1 transducin-like enhancer of split 1
209921_at -3,2 SLC7A11 solute carrier family 7, member 11
201661_s_at -3,2 ACSL3 acyl-CoA synthetase long-chain family member 3
204286_s_at -3,2 PMAIP1 phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1
217892_s_at -3,2 LIMA1 LIM domain and actin binding 1
215726_s_at -3,2 CYB5A cytochrome b5 type A
208974_x_at -3,2 KPNB1 karyopherin beta 1
215111_s_at -3,1 TSC22D1 TSC22 domain family, member 1
209771_x_at -3,1 CD24 CD24 molecule
211503_s_at -3,1 RAB14 RAB14, member RAS oncogene family
203497_at -3,1 PPARBP PPAR binding protein
222104_x_at -3,1 GTF2H3 general transcription factor IIH, polypeptide 3
215780_s_at -3,1 SET SET translocation (myeloid leukemia-associated)
209135_at -3,1 ASPH aspartate beta-hydroxylase
201131_s_at -3,1 CDH1 cadherin 1, type 1, E-cadherin
213341_at -3,1 FEM1C fem-1 homolog c
203825_at -3,1 BRD3 bromodomain containing 3
212251_at -3,0 MTDH metadherin
202118_s_at -3,0 CPNE3 copine III
222001_x_at -3,0 FAM91A2 family with sequence similarity 91, member A2
204619_s_at -3,0 CSPG2 chondroitin sulfate proteoglycan 2
213110_s_at -3,0 COL4A5 collagen, type IV, alpha 5
203049_s_at -3,0 KIAA0372 KIAA0372
200732_s_at -3,0 PTP4A1 protein tyrosine phosphatase type IVA, member 1
202976_s_at -3,0 RHOBTB3 Rho-related BTB domain containing 3
201861_s_at -3,0 LRRFIP1 leucine rich repeat (in FLII) interacting protein 1
202769_at -3,0 CCNG2 cyclin G2
218145_at -3,0 TRIB3 tribbles homolog 3
205196_s_at -3,0 AP1S1 adaptor-related protein complex 1, sigma 1 subunit
203298_s_at -3,0 JARID2 jumonji, AT rich interactive domain 2
202786_at -3,0 STK39 serine threonine kinase 39
205627_at -2,9 CDA cytidine deaminase
210273_at -2,9 PCDH7 BH-protocadherin (brain-heart)
216210_x_at -2,9 TRIOBP TRIO and F-actin binding protein
201116_s_at -2,9 CPE carboxypeptidase E
205020_s_at -2,9 ARL4A ADP-ribosylation factor-like 4A
212341_at -2,9 YIPF6 Yip1 domain family, member 6
202760_s_at -2,9 AKAP2 A kinase (PRKA) anchor protein 2
201428_at -2,9 CLDN4 claudin 4
209635_at -2,9 AP1S1 adaptor-related protein complex 1, sigma 1 subunit
203453_at -2,9 SCNN1A sodium channel, nonvoltage-gated 1 alpha
208510_s_at -2,8 PPARG peroxisome proliferator-activated receptor gamma
204734_at -2,8 KRT15 keratin 15
211969_at -2,8 HSP90AA1 heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class A member 1
201055_s_at -2,8 HNRPA0 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A0
212820_at -2,8 DMXL2 Dmx-like 2
218041_x_at -2,8 SLC38A2 solute carrier family 38, member 2
220924_s_at -2,8 SLC38A2 solute carrier family 38, member 2
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207606_s_at -2,8 ARHGAP12 Rho GTPase activating protein 12
212840_at -2,8 UBXD7 UBX domain containing 7
216379_x_at -2,8 CD24 CD24 molecule
200730_s_at -2,8 PTP4A1 protein tyrosine phosphatase type IVA, member 1
212812_at -2,8 SERINC5 Serine incorporator 5
214670_at -2,7 ZKSCAN1 zinc finger with KRAB and SCAN domains 1
207808_s_at -2,7 PROS1 protein S (alpha)
219270_at -2,7 CHAC1 ChaC, cation transport regulator homolog 1
210664_s_at -2,7 TFPI tissue factor pathway inhibitor 
208656_s_at -2,7 CCNI cyclin I
204019_s_at -2,7 SH3YL1 SH3 domain containing, Ysc84-like 1
214953_s_at -2,7 APP amyloid beta (A4) precursor protein
211675_s_at -2,7 MDFIC MyoD family inhibitor domain containing
203058_s_at -2,7 PAPSS2 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 2
204015_s_at -2,7 DUSP4 dual specificity phosphatase 4
217939_s_at -2,7 AFTPH aftiphilin
201117_s_at -2,7 CPE carboxypeptidase E
210827_s_at -2,7 ELF3 E74-like factor 3
211452_x_at -2,7 LRRFIP1 leucine rich repeat (in FLII) interacting protein 1
218451_at -2,7 CDCP1 CUB domain containing protein 1
203423_at -2,7 RBP1 retinol binding protein 1, cellular
221899_at -2,7 PFAAP5 Phosphonoformate immuno-associated protein 5
221773_at -2,6 ELK3 ELK3, ETS-domain protein (SRF accessory protein 2)
219926_at -2,6 POPDC3 popeye domain containing 3
200921_s_at -2,6 BTG1 B-cell translocation gene 1
204971_at -2,6 CSTA cystatin A
205542_at -2,6 STEAP1 six transmembrane epithelial antigen of the prostate 1
204041_at -2,6 MAOB monoamine oxidase B
204256_at -2,6 ELOVL6 ELOVL family member 6
213792_s_at -2,6 --- ---
218273_s_at -2,6 PPM2C protein phosphatase 2C
219681_s_at -2,6 RAB11FIP1 RAB11 family interacting protein 1
205967_at -2,6 HIST1H4C histone cluster 1, H4c
213107_at -2,6 TNIK TRAF2 and NCK interacting kinase
205768_s_at -2,5 SLC27A2 solute carrier family 27 (fatty acid transporter), member 2
210357_s_at -2,5 SMOX spermine oxidase
209621_s_at -2,5 PDLIM3 PDZ and LIM domain 3
204094_s_at -2,5 TSC22D2 TSC22 domain family, member 2
203791_at -2,5 DMXL1 Dmx-like 1
221829_s_at -2,5 TNPO1 transportin 1
212062_at -2,5 ATP9A ATPase, Class II, type 9A
202730_s_at -2,5 PDCD4 programmed cell death 4
213507_s_at -2,5 KPNB1 karyopherin beta 1
222182_s_at -2,5 CNOT2 CCR4-NOT transcription complex, subunit 2
221771_s_at -2,5 HSMPP8 M-phase phosphoprotein, mpp8
201531_at -2,5 ZFP36 zinc finger protein 36, C3H type, homolog
209034_at -2,5 PNRC1 proline-rich nuclear receptor coactivator 1
209267_s_at -2,5 SLC39A8 solute carrier family 39 , member 8
203159_at -2,5 GLS glutaminase
202876_s_at -2,5 PBX2 pre-B-cell leukemia transcription factor 2
218396_at -2,5 VPS13C vacuolar protein sorting 13 homolog C
205016_at -2,5 TGFA transforming growth factor, alpha
200632_s_at -2,5 NDRG1 N-myc downstream regulated gene 1
221496_s_at -2,5 TOB2 transducer of ERBB2, 2
217997_at -2,5 PHLDA1 pleckstrin homology-like domain, family A, member 1
209226_s_at -2,4 TNPO1 transportin 1
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207966_s_at -2,4 GLG1 golgi apparatus protein 1
204235_s_at -2,4 GULP1 GULP, engulfment adaptor PTB domain containing 1
212985_at -2,4 --- Full-length cDNA clone CS0DC015YK09 of Neuroblastoma Cot 25-normalized of Homo sapiens
211992_at -2,4 WNK1 WNK lysine deficient protein kinase 1
213924_at -2,4 MPPE1 Metallophosphoesterase 1
204373_s_at -2,4 CEP350 centrosomal protein 350kDa
202847_at -2,4 PCK2 phosphoenolpyruvate carboxykinase 2
218923_at -2,4 CTBS chitobiase, di-N-acetyl-
210733_at -2,4 TRAM1 Translocation associated membrane protein 1
214722_at -2,4 NOTCH2NL Notch homolog 2 (Drosophila) N-terminal like
1598_g_at -2,4 GAS6 growth arrest-specific 6
206785_s_at -2,4 KLRC1 killer cell lectin-like receptor subfamily C, member 1
208540_x_at -2,4 LOC729659 similar to Putative S100 calcium-binding protein A11 pseudogene
203952_at -2,4 ATF6 activating transcription factor 6
213857_s_at -2,4 CD47 CD47 molecule
212765_at -2,4 CAMSAP1L1 calmodulin regulated spectrin-associated protein 1-like 1
201242_s_at -2,3 ATP1B1 ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1 polypeptide
209846_s_at -2,3 BTN3A2 butyrophilin, subfamily 3, member A2
221843_s_at -2,3 KIAA1609 KIAA1609
201534_s_at -2,3 UBL3 ubiquitin-like 3
219297_at -2,3 WDR44 WD repeat domain 44
209451_at -2,3 TANK TRAF family member-associated NFKB activator
201549_x_at -2,3 JARID1B jumonji, AT rich interactive domain 1B
217744_s_at -2,3 PERP PERP, TP53 apoptosis effector
218700_s_at -2,3 RAB7L1 RAB7, member RAS oncogene family-like 1
221760_at -2,3 MAN1A1 Mannosidase, alpha, class 1A, member 1
204134_at -2,3 PDE2A phosphodiesterase 2A, cGMP-stimulated
203704_s_at -2,3 --- ---
221510_s_at -2,3 GLS glutaminase
208786_s_at -2,3 MAP1LC3B microtubule-associated protein 1 light chain 3 beta
201505_at -2,3 LAMB1 laminin, beta 1
201353_s_at -2,3 BAZ2A bromodomain adjacent to zinc finger domain, 2A
212331_at -2,3 RBL2 retinoblastoma-like 2 (p130)
208161_s_at -2,3 ABCC3 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 3
218704_at -2,3 RNF43 ring finger protein 43
211651_s_at -2,3 LAMB1 laminin, beta 1
216905_s_at -2,3 ST14 suppression of tumorigenicity 14
210868_s_at -2,3 ELOVL6 ELOVL family member 6
202102_s_at -2,3 BRD4 bromodomain containing 4
210143_at -2,3 ANXA10 annexin A10
201416_at -2,3 SOX4 SRY (sex determining region Y)-box 4
205466_s_at -2,3 HS3ST1 heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase 1
221750_at -2,3 HMGCS1 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 1
218963_s_at -2,3 KRT23 keratin 23
218967_s_at -2,3 PTER phosphotriesterase related
205364_at -2,3 ACOX2 acyl-Coenzyme A oxidase 2, branched chain
203798_s_at -2,3 VSNL1 visinin-like 1
203234_at -2,3 UPP1 uridine phosphorylase 1
212104_s_at -2,3 RBM9 RNA binding motif protein 9
218930_s_at -2,2 TMEM106B transmembrane protein 106B
212759_s_at -2,2 TCF7L2 transcription factor 7-like 2
202425_x_at -2,2 PPP3CA protein phosphatase 3, catalytic subunit, alpha isoform
215549_x_at -2,2 LOC643854 similar to CTAGE family, member 5
205239_at -2,2 AREG amphiregulin (schwannoma-derived growth factor)
217947_at -2,2 CMTM6 CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing 6
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218796_at -2,2 C20orf42 chromosome 20 open reading frame 42
207843_x_at -2,2 CYB5A cytochrome b5 type A
202239_at -2,2 PARP4 poly (ADP-ribose) polymerase family, member 4
201951_at -2,2 ALCAM activated leukocyte cell adhesion molecule
210830_s_at -2,2 PON2 paraoxonase 2
219470_x_at -2,2 CCNJ cyclin J
206385_s_at -2,2 ANK3 ankyrin 3, node of Ranvier
203586_s_at -2,2 ARL4D ADP-ribosylation factor-like 4D
213988_s_at -2,2 SAT1 spermidine/spermine N1-acetyltransferase 1
218178_s_at -2,2 CHMP1B chromatin modifying protein 1B
207266_x_at -2,2 RBMS1 RNA binding motif, single stranded interacting protein 1
209504_s_at -2,2 PLEKHB1 pleckstrin homology domain containing, family B member 1
209272_at -2,2 NAB1 NGFI-A binding protein 1
208942_s_at -2,2 TLOC1 translocation protein 1
212536_at -2,2 ATP11B ATPase, Class VI, type 11B
201876_at -2,2 PON2 paraoxonase 2
201222_s_at -2,2 RAD23B RAD23 homolog B
215505_s_at -2,2 STRN3 striatin, calmodulin binding protein 3
209286_at -2,2 CDC42EP3 CDC42 effector protein (Rho GTPase binding) 3
203320_at -2,2 SH2B3 SH2B adaptor protein 3
213995_at -2,2 ATP5S ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F0 complex, subunit s
212864_at -2,2 CDS2 CDP-diacylglycerol synthase (phosphatidate cytidylyltransferase) 2
214182_at -2,2 ARF6 ADP-ribosylation factor 6
204981_at -2,2 SLC22A18 solute carrier family 22, member 18
211202_s_at -2,2 JARID1B jumonji, AT rich interactive domain 1B
202146_at -2,2 IFRD1 interferon-related developmental regulator 1
203556_at -2,2 ZHX2 zinc fingers and homeoboxes 2
207657_x_at -2,2 TNPO1 transportin 1
203964_at -2,2 NMI N-myc (and STAT) interactor
213017_at -2,1 ABHD3 abhydrolase domain containing 3
220785_at -2,1 UTS2 urotensin 2
204342_at -2,1 SLC25A24 solute carrier family 25, member 24
208736_at -2,1 ARPC3 actin related protein 2/3 complex, subunit 3, 21kDa
214715_x_at -2,1 ZNF160 zinc finger protein 160
221778_at -2,1 KIAA1718 KIAA1718 protein
212073_at -2,1 CSNK2A1 casein kinase 2, alpha 1 polypeptide
218285_s_at -2,1 BDH2 3-hydroxybutyrate dehydrogenase, type 2
203072_at -2,1 MYO1E myosin IE
208095 s at -2,1 SRP72 signal recognition particle 72kDa
218228_s_at -2,1 TNKS2 tankyrase, TRF1-interacting ankyrin-related ADP-ribose polymerase 2
209366_x_at -2,1 CYB5A cytochrome b5 type A
206875_s_at -2,1 SLK STE20-like kinase
209545_s_at -2,1 RIPK2 receptor-interacting serine-threonine kinase 2
215127_s_at -2,1 RBMS1 RNA binding motif, single stranded interacting protein 1
218637_at -2,1 IMPACT Impact homolog
202085_at -2,1 TJP2 tight junction protein 2
201671_x_at -2,1 USP14 ubiquitin specific peptidase 14
218496_at -2,1 RNASEH1 ribonuclease H1
202822_at -2,1 LPP LIM domain containing preferred translocation partner in lipoma
201143_s_at -2,1 EIF2S1 eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 1 alpha
207616_s_at -2,1 TANK TRAF family member-associated NFKB activator
201043_s_at -2,1 ANP32A acidic (leucine-rich) nuclear phosphoprotein 32 family, member A
202620_s_at -2,1 PLOD2 procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2
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218191_s_at -2,1 LMBRD1 LMBR1 domain containing 1
218435_at -2,1 DNAJC15 DnaJ homolog, subfamily C, member 15
212952_at -2,1 CALR Calreticulin
205596_s_at -2,1 SMURF2 SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 2
209679_s_at -2,1 LOC57228 small trans-membrane and glycosylated protein
203180_at -2,1 ALDH1A3 aldehyde dehydrogenase 1 family, member A3
208869_s_at -2,1 GABARAPL1 GABA(A) receptor-associated protein like 1
213664_at -2,1 SLC1A1 solute carrier family 1, member 1
209301_at -2,1 CA2 carbonic anhydrase II
203719_at -2,1 ERCC1 excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 1
205190_at -2,1 PLS1 plastin 1
213156_at -2,1 --- Homo sapiens, clone IMAGE:4214654, mRNA
218124_at -2,1 RETSAT retinol saturase (all-trans-retinol 13,14-reductase)
214257_s_at -2,1 SEC22B SEC22 vesicle trafficking protein homolog B
219100_at -2,1 OBFC1 oligonucleotide/oligosaccharide-binding fold containing 1
209318_x_at -2,0 PLAGL1 pleiomorphic adenoma gene-like 1
221763_at -2,0 JMJD1C jumonji domain containing 1C
203954_x_at -2,0 CLDN3 claudin 3
201321_s_at -2,0 SMARCC2 SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily c, member 2
218924_s_at -2,0 CTBS chitobiase, di-N-acetyl-
201694_s_at -2,0 EGR1 early growth response 1
217127_at -2,0 CTH cystathionase
203385_at -2,0 DGKA diacylglycerol kinase, alpha 
204291_at -2,0 ZNF518 zinc finger protein 518
205767_at -2,0 EREG epiregulin
60474_at -2,0 C20orf42 chromosome 20 open reading frame 42
203420_at -2,0 FAM8A1 family with sequence similarity 8, member A1
221802_s_at -2,0 KIAA1598 KIAA1598
207360_s_at -2,0 NTSR1 neurotensin receptor 1
209061_at -2,0 NCOA3 nuclear receptor coactivator 3
209146_at -2,0 SC4MOL sterol-C4-methyl oxidase-like
219736_at -2,0 TRIM36 tripartite motif-containing 36
212605_s_at -2,0 --- AF034176 Human mRNA
204297_at -2,0 PIK3C3 phosphoinositide-3-kinase, class 3
202597_at -2,0 IRF6 interferon regulatory factor 6
203060_s_at -2,0 PAPSS2 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 2
201061_s_at -2,0 STOM stomatin
210457_x_at -2,0 HMGA1 high mobility group AT-hook 1
205489_at -2,0 CRYM crystallin, mu
213689_x_at -2,0 RPL5 Ribosomal protein L5
212202_s_at -2,0 TMEM87A transmembrane protein 87A
217887_s_at -2,0 EPS15 epidermal growth factor receptor pathway substrate 15
218261_at -2,0 AP1M2 adaptor-related protein complex 1, mu 2 subunit
220939_s_at -2,0 DPP8 dipeptidyl-peptidase 8
201669_s_at -2,0 MARCKS myristoylated alanine-rich protein kinase C substrate
218779_x_at -2,0 EPS8L1 EPS8-like 1
213979_s_at -2,0 CTBP1 C-terminal binding protein 1
213348_at -2,0 CDKN1C Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C
211668_s_at -2,0 PLAU plasminogen activator, urokinase
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RESUME: 
 
La voie de signalisation Hedgehog (HH) est impliquée dans le développement du 
tractus gastro-intestinal chez de nombreuses espèces. Elle est importante chez l’adulte en 
participant au maintien de l’homéostasie de l’épithélium intestinal. Récemment la 
suractivation de la voie HH a été mise en évidence dans de nombreux cancers dont ceux du 
tractus gastro-intestinal tels que les cancers de l’estomac et du pancréas. Au cours de ce 
travail, nous nous sommes intéressés à la voie de signalisation HH dans les cancers du côlon. 
L’expression des membres principaux de la voie HH a d’abord été caractérisée dans sept 
lignées cellulaires de cancers du côlon (Colo205, Colo320, HCT116, HT29, WiDr, SW480, 
Caco-2). L’absence d’expression de certains membres clés de la voie indique que celle-ci 
n’est pas activée, de façon autocrine, dans les lignées cellulaires. Cette observation est 
également appuyée par des expériences réalisées en traitant les cellules à la cyclopamine, 
inhibiteur de la voie HH. Enfin GLI1, facteur de transcription mimant une activation de la 
voie HH, a été surexprimé stablement dans les cellules HCT116. Nous avons pu montrer que 
l’activation de la voie HH induisait l’expression du gène BMP4, gène cible de la voie HH lors 
de l’embryogenèse intestinale, ainsi que l’activité phosphatase alcaline, marqueur de 
différenciation du côlon. 
Ces résultats suggèrent que la voie de signalisation HH n’est pas activée de façon 
autocrine dans les cancers du côlon mais semble plutôt associée à la différenciation des 
cellules du côlon. 
 
 
 
ABSTRACT: 
 
The Hedgehog (HH) signaling pathway is involved in the development of the 
gastrointestinal tract development in several species. In adults, it is also implicated in the 
intestinal homeostasis. Recently, increased HH pathway activation has been found in several 
cancers including those of the gastrointestinal tract tumours such as the stomach and the 
pancreas. In this work, we have studied the HH signaling pathway in colon cancer. First, the 
expression of key members of the pathway has been characterized in seven colorectal cancer 
cell lines (Colo205, Colo320, HCT116, HT29, WiDr, SW480, Caco-2). The lack of 
expression of important members indicates that the pathway is not activated in these cell lines. 
This result has been confirmed by treating the cells with cyclopamine, an inhibitor of the HH 
pathway. Finally, GLI1, a transcription factor mimicking HH pathway activation, has been 
overexpressed in HCT116 cells. We have observed that activation of HH signaling pathway in 
these cells induces BMP4 expression, a gene involved in intestinal embryogenesis, and 
phosphatase alkaline activity which is a differentiation marker of the colon. 
 Altogether, our results suggest that HH signaling pathway is not activated in colon 
cancers but seems to be associated rather with the differentiation of colonic cells. 
